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1. Zusammenfassung 
Das Rols7-Protein hat eine essentielle Funktion bei der Myoblastenfusion in der 
Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster.  
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Relevanz der Protein-Protein-
Interaktionsdomänen RING-Finger und Ankyrin-Repeats für die subzelluläre Lokalisation von 
Rols7, die während der Myoblastenfusion an der Zellmembran nachgewiesen werden kann. 
Dazu wurden die RING-Finger-Domäne und drei der neun Ankyrin-Repeats zusammen mit 
den ersten 20 bzw. den ersten 309 Aminosäuren des Rols7-spezifischen Teils und einem 
bzw. sechs Myc-tags als Fusionsprotein mit Hilfe des UAS-GAL4-Systems im Mesoderm von 
Drosophila exprimiert. Die Fusionsproteine konnten allerdings nur fehlerhaft lokalisiert am 
bzw. um den Zellkern nachgewiesen werden.  Eine Abhängigkeit der Fehllokalisation von 
einem Kernlokalisationssignal, das im Bereich der 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren 
vorausgesagt wird, konnte nicht nachgewiesen werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, 
dass die Expression der Fusionsproteine im Mesoderm keinen dominant-negativen Effekt 
hervorruft, während eine Expression in der Augen-Imaginalscheibe zu einer verringerten 
Anzahl an Ommatidien führt.  
Ein weiteres Ziel war zu klären, ob für Rols7 eine weitere Funktion während der späten 
Stadien der Myogenese nachgewiesen werden kann. Rols7 wird erneut ab Stadium 16/17 
exprimiert und ist im Embryo zunächst an den Muskelanheftungsstellen lokalisiert, an denen 
außerdem eine transiente Expression von Dumbfounded/Kin of irregular chiasm-C (Duf/Kirre), 
mit dessen intrazellulärer Domäne Rols7 interagiert, detektiert werden konnte. Für Duf/Kirre 
wird daher postuliert, dass es über eine Interaktion mit Roughest/Irregular-chiasm-C in der 
Tendonzelle den ersten Kontakt der auswachsenden Myotube zur Epidermis vermittelt. 
Während dieses Prozesses interagiert Rols7 mit Duf/Kirre auf der Seite der Muskeln und baut 
mit D-Titin/Kettin und α-Aktinin die terminale Z-Scheibe des Muskels auf. Diese drei Proteine 
sind ebenfalls am Aufbau der Sarkomere beteiligt, die sich kurz nach den terminalen Z-
Scheiben bilden. In der larvalen Muskulatur konnte Rols7 somit, abgesehen von den 
terminalen Z-Scheiben, auch in den Z-Scheiben der Sarkomere in Kolokalisation mit D-
Titin/Kettin und α-Aktinin nachgewiesen werden. Interaktionstests im Hefesystem zeigten, 
dass das R1-Fragment von Rols7, welches den RING-Finger enthält, mit dem N-Terminus von 
Zormin, einer Isoform, die sich vom sls-Gen abgeleitet, und mit α-Aktinin interagiert. In 
Kombination mit Ergebnissen aus Menon et al., 2005, konnte dem R1-Fragment von Rols7 
eine Funktion beim Aufbau der terminalen Z-Scheibe und der Z-Scheiben der Sarkomere 
zugeordnet werden, während die Ankyrin-Repeats und die TPR-Repeats eine Rolle in der 
Myoblastenfusion zu spielen scheinen. 
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2. Einleitung 
Die Erforschung von erblich bedingten Muskelkrankheiten stellt einen wichtigen Bestandteil 
der heutigen medizinischen Forschung dar. Die Möglichkeiten, genetische Dispositionen im 
humanen sowie in anderen Vertebraten-Systemen genau zu untersuchen sind allerdings 
limitiert. Deshalb stellt die Taufliege Drosophila melanogaster einen Modellorganismus dar, 
der dazu beitragen kann, die Grundlagen von konservierten Prozessen, die zum Beispiel die 
Muskelentwicklung betreffen, aufzuschlüsseln. Eine wichtige Parallele zwischen Drosophila 
und höher entwickelter Organismen besteht darin, dass ihre Muskulatur synzytial aufgebaut 
ist. Um diesen synzytialen Aufbau zu erreichen, fusionieren Myoblasten während der 
Embryonalentwicklung. Ein wesentlicher Vorteil von Drosophila ist dabei, dass die gesamte 
embryonale Muskelentwicklung einschließlich der Fusionsstadien durch einfache Techniken 
verfolgt werden kann. Außerdem bietet sich bei dieser Fliege die Möglichkeit, Mutationen 
einzuführen, um anhand der phänotypischen Auswirkungen Rückschlüsse auf das betroffene 
Gen schließen zu können, bzw. mit Hilfe von kreuzungsgenetischen und 
molekularbiologischen Techniken dieses Gen genauer zu charakterisieren.  
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Protein Rolling pebbles, dem eine essentielle 
Funktion während der Fusion der Myoblasten zukommt und außerdem am Aufbau des 
Sarkomers, der funktionellen Grundeinheit eines Muskels, beteiligt ist. Die folgenden 
einleitenden Kapitel sollen die Grundlagen der Mesodermdifferenzierung erläutern, an deren 
Ende der Aufbau eines funktionstüchtigen Muskels steht. 
 
 
2.1. Die Determination des Mesoderms bei Drosophila 
melanogaster 
Das Mesoderm stellt das Keimblatt dar, aus dem die somatische und viszerale Muskulatur 
sowie das Herz und der Fettkörper hervorgehen (zur Übersicht: Bate, 1993). Es wird von den 
ventralsten Zellreihen des embryonalen Blastoderms gebildet. Diese Zellen sind durch eine 
hohe Expression des maternalen, Achsen-determinierenden Transkriptionsfaktors Dorsal 
gekennzeichnet, der die Expression der Mesoderm-spezifischen Faktoren twist (twi) und snail 
(sna) reguliert (Thisse et al., 1988; Leptin und Grunewald, 1990). Ab Stadium sechs 
invaginieren im Zuge der Gastrulation die twi und sna exprimierenden Zellen unter Bildung 
einer ventralen Furche in den Embryo und bilden eine schlauchartige Struktur, die sich als 
mesodermale Röhre vom Ektoderm abtrennt. Die Invagination der Zellen ist dabei abhängig 
von folded gastrulation (fog), dessen sezerniertes Genprodukt wahrscheinlich als Signal wirkt, 
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das die apikalen Konstriktionen der mesodermalen Zellen koordiniert (Costa et al., 1994). 
Während der Keimstreifverlängerung verlieren die mesodermalen Zellen ihren epithelialen 
Charakter und migrieren unter Einfluss des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGF-R) 
Heartless (Htl) (Beimann et al., 1996, Gisselbrecht et al., 1996, Shishido et al., 1997) nach 
dorsolateral, um zum Ende der Keimstreifverlängerung, in Stadium 9/10, an der Innenseite 
des Ektoderms ein Monolayer zu bilden (Leptin und Grunewald 1990, Leptin et al., 1992).  Als 
mögliche Liganden für Heartless wurden kürzlich die FGFs Pyramus und Thisbe bzw. FGF8-
like-1 und FGF8-like-2 identifiziert, deren mutante Phänotypen mit dem htl-Phänotyp 
verglichen werden können (Stathopoulos et al., 2004; Gryzik und Müller, 2004).  
 
 
2.2. Die Mesodermdifferenzierung 
Die Unterteilung des Mesoderms in seine verschiedenen Derivate Fettkörper, Herz sowie 
viszerale und somatische Muskulatur beginnt während der Keimstreifretraktion und ist 
abhängig vom räumlich variierenden Expressionsniveau des Transkriptionsfaktors Twi. 
Bereiche mit hoher Twist-Konzentration entwickeln sich zum somatischen Mesoderm, 
während viszerales Mesoderm und Herz aus Gebieten entstehen, die nur wenig Twist 
exprimieren (Baylies und Bate 1996; zur Übersicht: Michelson, 1996; Taylor, 1996).  
Verschiedene intrinsische sowie extrinsische Faktoren sind für die genauere Unterteilung 
entlang der dorso-ventralen und der antero-posterioren Achse verantwortlich. Aus dem 
Ektoderm wird dabei ein Mitglied der Transforming Growth Factor beta (TGFβ)-Familie, 
Decapentaplegic (Dpp), sezerniert, das auf die am meisten dorsal liegenden Zellen im 
Mesoderm wirkt und die Fortsetzung der Expression des Homeobox-Gens tinman (tin) in den 
dorsalen Zellen gewährleistet (Xu et al., 1998). Tin aktiviert seinerseits die Differenzierung der 
dorsalen Strukturen der somatischen Muskulatur, sowie die der viszeralen Muskulatur und des 
Herzens (Azpiazu und Frasch, 1993; Bodmer 1993). Dabei induziert es die Transkription eines 
zweiten Homeobox-Gens, bagpipe (bap), das für die Differenzierung des viszeralen 
Mesoderms notwendig ist (Azpiazu und Frasch, 1993). Gleichzeitig zur dorso-ventralen findet 
auch die antero-posteriore Unterteilung des Mesoderms statt, die jedoch hauptsächlich durch 
intrinsische Signale beeinflusst wird. Dabei spielen die Segmentpolaritätsgene even-skipped 
(eve) (Azpiazu et al., 1996) und sloppy-paired (slp) (Riechmann et al., 1997) eine 
Schlüsselrolle, da sie das Mesoderm in anteriore und posteriore Parasegmente unterteilen, 
aus denen verschiedene mesodermale Gewebe entstehen. Die Eve-exprimierenden Zellen, 
die im anterioren Teil des Parasegments liegen, differenzieren sich zu Zellen des viszeralen 
Mesoderms (blau in Abb. 2.1.) und des Fettkörpers (hell- und dunkel-violett in Abb. 2.1.), 
während die Zellen, die im posterioren Teil liegen, Slp exprimieren und sich zu somatischer 
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Muskulatur (gelb in Abb. 2.1.) und Herz (rot in Abb.2.1.) entwickeln (Azpiazu und Frasch, 
1993; Azpiazu et al., 1996; Riechmann et al., 1997). Die Expression von Eve und Slp induziert 
außerdem die Aktivierung der Segmentpolaritätsgene hedgehog (hh), wingless (wg) und 
engrailed (en), die sowohl im Mesoderm als auch im Ektoderm exprimiert werden. Hedgehog 
und Engrailed sind dabei im anterioren Bereich der eve-Domäne lokalisiert und sichern die 
Entwicklung der dort angelegten Mesodermderivate (Lawrence et al., 1994, Azpiazu et al., 
1996, Riechmann et al., 1997), während Wingless im posterioren Bereich der slp-Domäne 
exprimiert wird. Hedgehog ist für die Aktivierung von bagpipe und serpent in der eve-Domäne 
verantwortlich, während wingless reprimierend auf diese Gene in der slp-Domäne wirkt. Die 
Expression von Serpent determiniert dabei die Zellen der eve-Domäne, aus denen später der 
Fettkörper entsteht. Ein hohes Twist-Expressionslevel ist in der slp-Domäne stets im ventralen 
Bereich zu finden, aus dem die somatische Muskulatur hervorgeht (Azpiazu et al., 1996, 
Riechmann et al., 1997), während im dorsalen Bereich das Primordium für das Herz angelegt 
wird. 
 
 
 
Abbildung 2.1.: Die Unterteilung des Mesoderms in die verschiedenen Anlagen. Die Zellen des 
Mesoderms werden durch eine Reihe von extrinsischen (Dpp, Hh, En, Wg) und intrisischen (Eve, Slp) 
Faktoren in unterschiedliche Bereiche eingeteilt, aus denen sich die verschiedenen Mesodermderivate 
Herz (rot), Fettkörper (hell- und dunkel-violett), somatisches (gelb), viszerales (blau) und Gonaden 
(orange)-Mesoderm entwickeln. (Abbildung aus http://flymove.uni-muenster.de; nach Riechmann 
et al., 1997) 
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2.3. Die Entwicklung der somatischen Muskulatur 
Zum Ende der Embryonalentwicklung stellt sich die somatische Muskulatur von Drosophila 
melanogaster als ein komplexes Muster aus 30 verschiedenen Muskeln pro abdominalem 
Hemisegment dar (Campos-Ortega und Hartenstein, 1985; Bate, 1993). Dabei ist jeder 
Muskel durch seine individuelle Größe, Form, Ausrichtung und epidermalen Anheftungsstellen 
genau spezifiziert. Nach der Twist-induzierten Festlegung des somatischen Mesoderms 
müssen also weitere Signale folgen, die die Identität der Muskeln spezifisch festlegen. Das 
Zusammenspiel der Faktoren Wg und Dpp aktiviert in der Anlage des somatischen 
Mesoderms das Proneuralgen lethal of scute (l’sc) (Carmena et al., 1995, 1998; Ruiz-Gomez 
et al., 1997) (Schritt 1 in Abb. 2.2.). Durch die Aktivierung des Ras-Signalwegs über Htl und 
den Drosophila epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) (Buff et al., 1998) wird die 
Expression von L’sc auf eine bestimmte Zellgruppe beschränkt (Rusconi und Corbin, 1998, 
1999; Brennan et al., 1999). Aus dieser Zellgruppe wird durch den Prozess der lateralen 
Inhibition eine Zelle selektiert, auf die sich die l’sc-Expression konzentriert und sie somit zu 
einer Muskel-Progenitorzelle determiniert, während die Expression in den restlichen Zellen 
rückläufig ist (Carmena et al., 1995) (Schritt 2 in Abb. 2.2.). Dieser Vorgang findet sich auch in 
der Neurogenese, in der aus einer Gruppe von ektodermalen proneuralen Zellen auf diese 
Weise Neuroblasten ausgewählt werden. In beiden Fällen wird die laterale Inhibition durch 
den Notch und Delta-vermittelten Signalweg (Carmena et al., 1995; Baker und Schubinger, 
1996) und die Aktivität von Argos, einem diffundierenden Inhibitor des EGFR (Carmena et al., 
2002) vermittelt, indem sie die Repression von l’sc bewirken. Nach der Determination der 
Progenitorzelle teilt diese sich asymmetrisch in zwei Muskelfounderzellen, die die individuelle 
Identität jedes einzelnen Muskels festlegen oder in eine Muskelfounderzelle und eine 
Precursorzelle für die adulten Muskeln (AP) (Carmena et al., 1995; Ruiz-Gomez und Bate, 
1997; Jagla et al., 1998; Crozatier und Vincent, 1999) (Schritt 3 in Abb. 2.2.). Bei der 
asymmetrischen Zellteilung werden bestimmte Faktoren ungleichmäßig auf die Tochterzellen 
verteilt. Dafür erforderlich ist zum einen eine Zellpolarität, die durch die ungleiche Verteilung 
von zellulären Faktoren entsteht und zum anderen eine speziell ausgerichtete Teilungsachse, 
die eben diese Faktoren genau verteilt. Die Proteine Inscuteable und Numb spielen dabei eine 
Schlüsselrolle (Uemura et al., 1996; Knirr et al., 1997). Inscuteable, ein Zytoskelett-
Adapterprotein mit SH3-Bindestelle, ist verantwortlich für die Orientierung des 
Spindelapparates und somit für die Verteilung des membran-assoziierten Proteins Numb, das 
sich nach der Zellteilung in nur einer der beiden Tochterzellen befindet. In einer Zelle kann es 
über ein Phospho-Tyrosin-Bindemotiv mit dem Notch-Protein interagieren und blockiert die 
Notch-Signalkaskade (zur Übersicht: Paululat et al., 1999), die in der anderen Tochterzelle 
weiterhin zur Transkriptionsaktivierung von bestimmten Genen führt. Diese bleiben in der 
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anderen Tochterzelle aktiv. Auf diese Weise wird in den Founderzellen ein für jeden Muskel 
individuelles Set an  spezifischen Identitätsgenen, wie S59 (Dohrmann et al., 1990), krüppel 
(Gaul et al., 1987),  even-skipped (Frasch et al., 1987), nautilus (Michelson et al., 1990; 
Paterson et al., 1991), msh (Lord et al., 1995; D´Alessio und Frasch, 1996; Nose et al., 1998) 
und apterous (Bourgouin et al., 1992) aktiviert, wodurch die verschiedenen Muskelidentitäten 
festgelegt werden. Bestätigt werden kann dies beispielsweise durch das Expressionsmuster 
des Homeobox-Gens S59, dessen Expression im somatischen Mesoderm in wenigen 
einkernigen Zellen jedes Segments beginnt und später nur in vier abdominalen Muskeln 
detektierbar bleibt (Dohrmann et al., 1990; Carmena et al., 1995). Die Ausbildung der 
Muskelidentität durch diese Gene ist an Mutantenanalysen von apterous (Bourgouin et al., 
1992), nautilus (Keller et al., 1997) und S59 (Knirr et al., 1999) untersucht worden. Die 
Mutation bzw. Überexpression eines dieser Gene resultiert in dem Verlust oder in einer 
Duplikation der Muskeln, die das entsprechende Gen in wildtypischer Situation exprimieren.  
Die umliegenden Mesodermzellen, die nicht zu Muskelfounderzellen determiniert worden sind, 
bilden die Zellpopulation der fusionskompetenten Myoblasten (Fcms). Ein bis drei Fcms 
verschmelzen zunächst mit den Muskelfoundern, wobei die genetische Identität der 
Founderzelle auf die fusionierenden Zellen übertragen und ein synzytialer Muskelprecursor 
erzeugt wird. Der Muskelprecursor ist eine erste Vorläuferstufe des reifen Muskels und 
repräsentiert seine endgültige Lage und Identität. Durch weitere Fusionen mit den 
umliegenden Fcms entstehen elongierte Myotuben, die an ihre Ansatzstellen in der Epidermis 
inserieren und somit den ausdifferenzierten synzytialen Muskel darstellen (Crossley, 1978; 
Campos-Ortega und Hartenstein, 1985; Bate, 1990, 1993; Rushton et al.,1995) (Schritt 4 in 
Abb. 2.2.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.2: Die verschiedenen Schritte in der Entwicklung der somatischen Muskeln von 
Drosophila. (1) Durch Expression von l’sc erhalten die Zellen die Kompetenz zur Entwicklung zu 
Muskelfounderzellen. (2) Die N/Dl-vermittelte laterale Inhibition spezifiziert aus dieser Zellpopulation 
einzelne Zellen zu Progenitoren (P), die durch asymmetrische Zellteilung (3) entweder zwei 
Muskelfounderzellen (A, B), oder eine Muskelfounderzelle und eine adulte Precursorzelle (AP) 
hervorbringen. Die übrigen Zellen differenzieren zu Fcms.(4) Jede Founderzelle ist durch ein 
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bestimmtes Set an Faktoren charakterisiert, dass die Identität eines einzelnen Muskels festlegt, der 
durch Fusionen von Fcms mit den Founderzellen entsteht. (Abbildung aus Baylies et al., 1998) 
 
 
 
2.3.1. Die Fusion der Myoblasten 
 
Nach der Determination der Muskelidentitäten durch die asymmetrische Zellteilung zu 
muskelspezifischen Founderzellen stellt die Fusion der Myoblasten einen wesentlichen Schritt 
auf dem Weg zur Muskelbildung bzw. -differenzierung dar. Die Fusion der Founderzellen mit 
den Fcms verläuft dabei in zwei Stufen: in einem ersten Fusionsschritt fusionieren die 
Founderzellen mit den sie umgebenden Fcms und bilden so mehrkernige Muskelprecursor, 
die dann durch eine zweite ‚Fusionswelle’ zum fertigen Muskel reifen (Rau et al., 2001). 
Dieser zweistufige Prozess findet sich auch in der Myogenese der Vertebraten, wie in 
Zellkulturstudien an Mauszellen festgestellt werden konnte (Horsley et al., 2003; Horsley und 
Pavlath, 2004). 
Als Voraussetzung für die Fusion müssen sich die Founderzellen und Fcms zunächst 
einander annähern. Essentiell für die Adhäsion sind vor allem zwei Faktoren, die beide zur 
Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) gehören: Dumbfounded/Kin of irregular chiasm-C 
(Duf/Kirre) auf der Seite der Founderzellen (Ruiz-Gómez et al., 2000; Strünkelnberg et al., 
2001) und Sticks and stones (Sns) auf der Seite der Fcms (Bour et al., 2000). In Mutanten für 
sns finden keine Fusionen statt und es sind viele unfusionierte Myoblasten zu erkennen, die, 
im Unterschied zur wildtypischen Situation, keine Filopodien in Richtung der Founderzellen 
ausrichten (Bour et al., 2000). Weitere Analysen dieser Faktoren zeigten, dass die zur 
Untersuchung von duf/kirre eingesetzte Defizienz, bei der ein starker Fusionsphänotyp 
festgestellt werden konnte, sowohl duf/kirre als auch das paraloge Gen roughes/irregular-
chiasm-C (rst/irreC) deletiert. Im Gegensatz zu dieser Defizienz, zeigten Mutanten, in denen 
nur eines der beiden Gene mutiert ist, keinen Fusionsphänotyp (Strünkelnberg et al., 2001). 
Beide Faktoren scheinen daher redundant zu wirken. Im Gegensatz zu duf/kirre wird rst/ irreC 
sowohl in den Founderzellen, als auch in den Fcms exprimiert. Interaktionsanalysen an 
Drosophila Schneider-Zellen haben gezeigt, dass Sns und Duf direkt miteinander interagieren 
und somit vermutlich den ersten Kontakt der Founderzelle mit der Fcm vermitteln (Dworak et 
al., 2001; Galletta et al., 2004). Eine Interaktion zwischen Sns und Rst/IrreC konnte ebenfalls 
festgestellt werden, wodurch die Redundanz zu Duf/Kirre bestätigt wird (Galletta et al., 2004). 
Ein weiteres Protein aus der IgS-Familie ist Hibris (Hbs), das ausschließlich in den Fcms 
exprimiert wird. Da hbs-Mutanten keinen deutlichen Fusionsphänotyp zeigen und nur durch 
Überexpression eine Störung der Myoblastenfusion erreicht werden kann, scheint Hbs nicht 
essentiell für diesen Prozess zu sein und durch eine Redundanz von Sns ersetzt werden zu 
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können. Hbs zeigt außerdem nur eine Interaktion mit Duf/Kirre und nicht mit Rst/IrreC (Artero 
et al., 2001; Dworak et al., 2001). Nach den ersten Schritten zur Zell-Erkennung und Zell-
Adhäsion zwischen Founderzellen und Fcms müssen in den beiden Zelltypen weitere 
komplexe Vorgänge ablaufen, bis eine Fusion der beiden Zellen erreicht ist. Einige Faktoren, 
die an der komplexen Steuerung dieser Vorgänge in einem oder in beiden Zelltypen beteiligt 
sind, konnten in den letzten Jahren identifiziert werden (Abbildung 2.3.). 
Eines der bekannten Gene kodiert für den Transkriptionsfaktor DMef2, der allgemein für die 
Muskeldifferenzierung benötigt wird und in allen somatischen Mesodermzellen exprimiert wird. 
Embryonen, die homozygot mutant für Dmef2 sind, weisen neben einigen anderen Defekten 
auch erhebliche Fusionsstörungen auf (Bour et al., 1995; Lilly et al., 1994, 1995; 
Ranganayakulu et al., 1995). Da sowohl Founderzellen als auch Fcms in den mutanten 
Embryonen normal determiniert sind, kann davon ausgegangen werden, dass DMef2 als 
Transkriptionsfaktor Gene reguliert, deren Produkte essentiell für die Fusion sind.  
Ein weiteres Gen, das in beiden Zelltypen exprimiert wird und wahrscheinlich eine Rolle bei 
der Umlagerung des Zytoskeletts spielt, ist myoblast city (mbc) (Rushton et al., 1995; Galletta 
et al., 1999). In mbc-Mutanten ist schon der erste Teilschritt der Fusion gestört, das heißt, es 
findet keine Zell-Erkennung und -Adhäsion statt. Die Fcms bleiben abgerundet und bilden 
keine Filopodien aus, während die Muskelfounderzellen korrekt determiniert sind, da sie die 
Position des Muskels einnehmen, dessen genetische Identität sie besitzen und sich dort 
strecken, um ihre Anheftungsstellen an die Epidermis zu finden. mbc kodiert für eine 
Zytoskelett-Komponente, die homolog zu dem humanen Protein DOCK180 ist (Erickson et al., 
1997). Vermutlich ist Mbc, analog zu DOCK180, in die Signaltransduktion kleiner G-Proteine 
involviert (Nolan et al., 1998). Eine Funktion von Mbc als Adaptorprotein in der Weiterleitung 
der Zell-Zell-Erkennungssignale über den möglichen Interaktionspartner DCrk (Nolan et al., 
1998; Galleta et al., 1999), ist die Aktivierung der Ras-MAPK-Kaskade. Die Überführung von 
DRac in seine aktive Form muss durch einen Guaninaustauschfaktor (GEF) gesteuert werden. 
Diese Funktion wird für Mbc postuliert (Côte und Vuori, 2002).  
Das Protein Loner ist ebenfalls ein GEF, der founderzellspezifisch exprimiert und im Laufe des 
Fusionsprozesses an die Membran rekrutiert wird. Loner besitzt eine Sec7-Domäne, welche 
an kleine GTPasen, den ADP-Ribosylierungsfaktoren (ARFs), den GDP-GTP Austausch 
vermitteln kann und diese dadurch aktiviert. Als ARF dem Loner den GDP-GTP-Austausch 
vermittelt konnte ARF6 charakterisiert werden, welches in Zellkulturexperimenten auf DRac 
aktivierend wirken kann (Chen et al., 2003). 
Während die bisher genannten Faktoren eine Rolle beim ersten Fusionsschritt spielen, in 
welchem Founderzellen mit zwei bis drei Fcms zu einem Precursor fusionieren, sind die 
folgenden Faktoren wichtig für die zweite Fusionswelle, in der der Precursor mit weiteren 
Fcms fusioniert, um den fertigen Muskeln zu bilden.  
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Das Founderzell-spezifische Protein Rolling pebbles (Rols) ist essetiell für die Einleitung der 
zweiten Fusionswelle. Es wird in einem gesonderten Abschnitt behandelt. 
blown fuse (blow) stellt eine weitere Fusionsmutante dar (Doberstein et al., 1997). Über die 
Funktion des blow-Genproduktes ist bisher noch nicht viel bekannt. Es gibt allerdings 
Evidenzen, dass es über Kette die Umgestaltung der Aktinfilamente bewirkt (Schröter et al., 
2004). Blow wird nur in den Fcms exprimiert und liegt während der Fusionen im Zytoplasma 
vor, während es Stadium 16 an den Muskelenden lokalisiert ist (Schröter et al, eingereicht). 
Das Gen kette ist ebenfalls essentiell für den zweiten Fusionsschritt. kette Mutanten arretieren 
in ihrer Entwicklung kurz nach blow Mutanten (Schröter et al., 2004). Die elektronendichten 
Plaques akkumulieren, sind aberrant in ihrer Morphologie, und es findet kein Membranabbau 
statt.  
Spezifisch in den Fcms wird außerdem Lame duck/Myoblast incompetent/Gleefull 
(Lmd/Minc/Glee) exprimiert, ein Transkriptionsfaktor, der die Differenzierung der Fcms 
beeinflusst (Duan et al., 2001, Furlong et al., 2001, Ruiz-Gómez et al., 2002). 
D-Titin scheint ebenfalls eine Rolle während der Myoblastenfusion zu spielen, da d-titin-
Mutanten einige Fusionsstörungen sowie eine leicht abnorme Muskelmorphologie aufweisen. 
Es ist allerdings in diesem Prozess nicht als essentiell anzusehen (Zhang et al., 2000). 
Das Founderzell-spezifische Protein Rolling pebbles (Rols), auf das bisher noch nicht 
eingegangen wurde, wird in einem gesonderten Abschnitt behandelt. 
Die viszerale Muskulatur des Mitteldarms ist ebenfalls synzytial und wird von zwei 
Muskeltypen gebildet, den zirkulären und den longitudinalen Muskeln. Einige Aspekte aus 
dem Fusionsprozess der somatischen Muskulatur spielen auch für die Entwicklung der 
viszeralen Muskulatur eine Rolle. Im viszeralen Mesoderm können in den Regionen, in denen 
sich die zirkulären, binukleären Muskeln bilden, zwei verschiedene Zellpopulationen 
nachgewiesen werden, die sowohl morphologisch, als auch anhand ihrer Genexpression 
unterschieden werden können. So weist die ventrale Reihe im Band des viszeralen 
Mesoderms Zellen mit einer rechteckigen Form auf, die duf/kirre exprimieren und mit den 
Founderzellen des somatischen Mesoderms gleichzusetzen sind, während die 
darüberliegenden, runden Zellen durch die Expression von sns gekennzeichnet sind und die 
Fcms darstellen. Diese beiden Zellpopulationen fusionieren zu jeweils zweikernigen Synzytien 
und bilden so die zirkuläre viszerale Muskulatur (Klapper et al., 2002; Stute et al.,2004). Dabei 
verlaufen die Fusionen nicht vollständig und es bleiben viele Zytoplasmabrücken bestehen 
(Schröter et al., eingereicht). Die longitudinalen viszeralen Muskeln entstehen durch mehrere 
Fusionsschritte. Dabei fusionieren die Founderzellen auf ihrem Weg von posterior nach 
anterior mit Fcms aus dem Rumpfmesoderm. Ein weiterer Hinweis zu Analogien zur Fusion in 
der somatischen Muskulatur zeigt sich darin, dass in mbc, sns und duf/kirre- rst/irreC 
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Mutanten die Myoblastenfusion auch in der viszeralen Muskulatur gestört ist (San Martin et 
al., 2001, Klapper et al., 2002). 
 
 
Abbildung 2.3.: Verteilung der fusionsrelevanten Proteine in Precursorn und Fcms. Einige der 
Faktoren, die bei der Myoblastenfusion eine Rolle spielen, sind in beiden Zellgruppen exprimiert (Mef2, 
Rst/IrreC, Crk, Kette und Mbc), während andere nur in den Founderzellen (Identitätsgene, Rols und 
Duf/Kirre) oder den FCM´s (Sns, Lmd/Minc/Glee, Blow und Hbs) exprimiert werden. (Abbildung 
verändert nach Schröter et al., 2004; Schröter et al., eingereicht) 
 
 
 
 
2.4.  Das rolling pebbles-Gen und seine Funktion bei der 
Myoblastenfusion 
 
Das rolling pebbles-Gen (rols) wird auch als antisocial bezeichnet (Chen und Olson, 2001) 
und wurde anhand seines mutanten Phänotyps, der durch starke Störungen in der 
Muskelfusion gekennzeichnet ist, identifiziert (Rau et al., 2001; Chen und Olson, 2001; Menon 
und Chia, 2001). Die rols-Transkriptionseinheit erstreckt sich über einen genomischen Bereich 
von 60 kb auf dem linken Arm des dritten Chromosoms. Von der Transkriptionseinheit 
konnten zwei Transkripte abgeleitet werden, die durch differentielle Promotoren gebildet 
werden. Diese beiden Isoformen, rols6 und rols7, unterscheiden sich in ihrem 5’-Ende durch 
jeweils zwei Exons und verfügen über einen gemeinsamen Bereich, der sechs Exons umfasst. 
rols6, das kürzere Transkript von 5, 8 kb kodiert für ein 1679 Aminosäuren (AS) umfassendes 
Protein mit einer 79 AS langen, spezifischen N-terminalen Region. Es ist in dem sich 
differenzierenden Endoderm, im Pharynx und in den Malpighischen-Gefäßen lokalisiert und 
spielt bei der Entwicklung der Malpighischen-Gefäße eine Rolle (Pütz et al., 2005). Das 6 kb 
große Transkript rols7 kodiert für ein Protein von 1900 AS mit einem 309 AS umfassenden 
spezifischen N-terminalen Bereich, das im somatischen Mesoderm spezifisch in den 
Founderzellen exprimiert wird.  
 
Hbs 
Hbs  
Mef2  Mef2  
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In silico-Analysen der Aminosäuresequenzen sagen für die beiden Isoformen drei 
charakteristische Protein-Protein-Interaktionsdomänen voraus. Im N-terminalen Bereich 
werden diese durch einen RING-Finger dargestellt, im C-terminalen Bereich befinden sich 
neun Ankyrin-Repeats und drei Tetratricopeptid Repeats (TPR-Repeats) (Abbildung 2.4.). Der 
RING-Finger ist eine Form des Zinkfinger-Motivs und kann in verschiedenste Protein:Protein-
Interaktionen involviert sein. Diese Domäne besitzt dabei die Fähigkeit, Protein-Assoziationen 
zu vermitteln, wodurch sich große Multiproteinkomplexe bilden können. Im Gegensatz zum 
klassischen Zinkfinger können RING-Finger zwei Zink Atome über ihre komplexe 
Queranordnung (cross brace) binden, wodurch ihnen eine Interaktion mit zwei Sets an Protein 
Partnern ermöglicht wird (Freemont, 1993; Saurin et al., 1996; Borden, 2000).  Die Domäne 
der Ankyrin-Repeats der Rols-Proteine besteht aus einem drei-Repeat- und einem sechs-
Repeat-Modul, wobei jeder der Repeats 33 Aminosäuren beinhaltet. Das Zentrum der 
Repeats bildet eine Helix-loop-Helix Struktur, die durch Wechselwirkungen der benachbarten 
ANK-Domänen enstanden ist (Sedgwick und Smerdon, 1999). Das Ankyrin-Motiv als solches 
wird somit durch seine Struktur und nicht durch seine Sequenz bestimmt und ist als 
Strukturmotiv anzusehen (Kuriyan und Cowburn, 1997). Ankyrin-Repeats sind weit verbreitet 
und können mit verschiedensten Proteinen Wechselwirkungen eingehen. TPR-Repeats sind 
ebenfalls ein weit verbreitetes Protein-Protein-Interaktionsmotiv, für das eine Beteiligung an 
Multiproteinkomplexen beschrieben wurde. Das TPR-Motiv besteht aus einem tandemartigen 
Bereich von einem bis 16 TPR-Repeats, wobei ein TPR-Repeat aus 34 Aminosäuren besteht, 
die eine Helix-turn-Helix Struktur bilden. Auch einzelne TPR-Repeats können für die 
Vermittlung einer Protein-Protein-Interaktion verantwortlich sein (Blatch und Lässle, 1999). 
 
 
Abbildung 2.4.: Die Proteinstruktur von Rols7 in schematischer Darstellung. Im N-terminalen 
Bereich, hinter den 309 Rols7-spezifischen AS, befindet sich der RING-Finger (pinkes Dreieck). Die 
neun Ankyrin-Repeats (grüne Balken) und die drei TPR-Repeats (blaue Ellipsen) liegen im C-
terminalen Bereich des 1900 AS umfassenden Rols7-Proteins (Abbildung modifiziert nach Rau et al., 
2001). 
 
 
Embryonen der Defizienz-Linie Df(3L)BK9, welche die rols-Transkriptionseinheit deletiert, 
zeigen deutliche Fusionsstörungen. Neben vielen unfusionierten Myoblasten sind dabei auch 
zwei- bis vierkernige Minimuskeln zu finden, die sich strecken, um Kontakt zur Epidermis 
aufzunehmen. Diese Minimuskeln repräsentieren Muskelprecursor, die als Founderzellen mit 
RIFI ANK TPR
1900 AS   
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ein bis zwei Fcms fusionieren konnten bevor der Fusionsprozess stoppte. Die Zellerkennung 
und -adhäsion findet hier im zweiten Fusionsschritt zunächst noch statt, sie bildet sich aber 
nach nicht erfolgter Zellfusion zurück und die Zellen liegen lose beieinander. Somit kann der 
Rols7-Isoform eine essentielle Rolle für das Fortschreiten des Fusionsprozesses vom 
Precursor-Stadium bis hin zur reifen, elongierten Myotube zugesprochen werden.   
In Vorbereitung auf den Fusionsprozess interagiert Rols7 mit der zytoplasmatischen Domäne 
von Duf/Kirre, das den ersten Kontakt der Founderzelle zur Fcm vermittelt (Menon et al, 
2005). Dabei lokalisieren beide Proteine in distinkten Foki an den Kontaktstellen der 
Zellmembran der Founderzelle zur Fcm, wobei die Lokalisation von Rols7 von Duf/Kirre 
abhängig ist, was durch Analysen an duf/kirre-Mutanten gezeigt werden konnte (Menon und 
Chia, 2001). Ein weiteres Protein, das in dieser Struktur mit  Rols7 und Duf/Kirre zu finden ist, 
ist D-Titin, welches in Rols7-abhängiger Form zu diesen Kontaktstellen rekrutiert wird (Menon 
und Chia, 2001). Außerdem wird für Mbc eine Interaktion mit Rols7 beschrieben (Chen und 
Olson, 2001). Der Einordnung von Rols7 in die Kaskade der fusionsrelevanten Proteine käme 
somit ein Platz als Adapterprotein zu, welches das über Duf/Kirre erhaltene Signal zur Fusion 
über Interaktionen mit zytoplasmatischen Proteinen weiterleitet, die, zum Beispiel durch 
Umlagerung des Zytoskeletts, den Fusionsprozesses fortsetzen.  
 
 
 
2.5. Die Anheftung der Muskeln an die Epidermis 
 
Durch die fortschreitenden Fusionen elongiert die Myotube, um in ihre 
Muskelanheftungsstellen in der Epidermis zu inserieren. Dafür müssen spezielle epidermale 
Zellen, die Tendonzellen vorhanden sein, die die Myotube mit der Kutikula als Exoskelett 
verbinden. Die Entwicklung dieser epidermalen Zellen zu spezifizierten Tendonzellen vollzieht 
sich in einem zweiphasischen Prozess, der ein initiales, Muskel-unabhängiges Stadium 
beinhaltet sowie eine zweite Muskel-abhängige Phase (Becker et al., 1997) (Abbildung 2.6.). 
Die initiale Phase wird durch Einflüsse von Faktoren aus dem Ektoderm bestimmt, wie durch 
Analysen an Mutanten für die Segmentpolaritätsgene wingless, patched oder naked, in denen 
die Verteilung der Tendon-Vorläuferzellen gestört ist, nachgewiesen werden konnte (Volk und 
VijayRaghavan, 1994). Eine Schlüsselrolle bei der Determination der Tendonzellen in der 
initialen Phase kommt der Expression des early growth response (EGR)-ähnlichen 
Transkriptionsfaktors Stripe in den Tendon-Vorläuferzellen zu. Dabei aktiviert Stripe die 
Expression der Gene alien, held out wings (how) und kakapo und erhält seine eigene 
Transkription aufrecht (Abbildung 2.6. a). Außerdem wird für Stripe auch eine Funktion in der 
Muskel-Wegleitung angenommen, da in stripe-Mutanten viele Myotuben zu anormalen 
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Positionen im Embryo auswachsen und nicht an die Epidermis, sondern an andere Myotuben 
anheften (Frommer et al., 1996). 
Hinsichtlich der Faktoren, die die Wegleitung vermitteln, können einige Erkenntnisse, die die 
Wegleitung der auswachsenden Neuronen während der Neurogenese betreffen, auf die 
Myogenese übertragen werden. Diese Faktoren verhalten sich spezifisch für einzelne Muskeln 
oder Muskelgruppen und werden in den entsprechenden Muskeln exprimiert.  
Die atypische Rezeptor-Tyrosin-Kinase Derailed (Drl) wird, abgesehen vom ZNS, in der 
Epidermis und in den lateralen Transversalmuskeln (LT1-3) exprimiert. In drl-Mutanten 
verfehlen diese Muskeln häufig ihren Insertionsort und wachsen zu weit nach ventral aus 
(Callahan et al., 1996). Die genaue Wirkungsweise von Drl ist allerdings noch nicht bekannt. 
Es wird spekuliert, dass Drl, wie in den Neuronen, ein abstoßendes Signal überträgt, wobei 
der Drl-Ligand die Bereiche definiert, in die der Muskel nicht auswachsen soll. 
Ein weiterer Faktor, der ebenfalls bei der Wegleitung der Myotuben eine Rolle spielt, ist Slit, 
der Ligand des Robo-Rezeptors. In Mutantenanalysen wurde herausgefunden, dass Slit zum 
einen eine frühe, abweisende Funktion hat, mit der es die ventralen Muskeln davon abhält, 
über die Mittellinie auszuwachsen (Kidd et al., 1999). Da Slit ab Stadium 13 in den 
Tendonzell-Vorläufern der Segmentgrenzen exprimiert wird, wird als späte Funktion von Slit 
ein anziehendes Signal postuliert, das den Myotuben den Weg dorthin weist. DGrip ist ein 
PDZ-Domänen-Protein, das nicht aus der Neurogenese bekannt ist und eine Funktion bei der 
Wegweisung der auswachsenden ventralen longitudinalen Muskeln hat. Wahrscheinlich ist 
DGrip dabei an der Weiterleitung eines Signals, das aus den Tendonzellen auf die 
auswachsenden Muskeln wirkt beteiligt (Swan et al., 2004). 
Sobald der auswachsende Muskel seine entsprechende Tendonzelle fast erreicht hat, beginnt 
diese mit der Muskel-abhängigen Differenzierung. Dies wird initiiert durch den Neuregulin-
ähnlichen EGFR-Liganden Vein, der vom Muskel sezerniert wird und an der Tendonzelle an 
den EGF-Rezeptor bindet. Die Aktivierung des EGF-Rezeptor-Signalwegs induziert die 
Expression weiterer Tendonzell-spezifischer Faktoren wie zum Beispiel zytoskelettalen 
Strukturproteinen wie β1-Tubulin, wodurch die terminale Differenzierung der Tendonzelle 
eingeleitet wird (Abbildung 2.5. b) (Yarnitzky et al., 1997). 
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Abbildung 2.6.: Der biphasische Prozess der Tendonzell-Differenzierung. In der Muskel-
unabhängigen Phase (a) aktiviert Stripe die Expression der Tendonzell-spezifischen Gene alien, how 
und kakapo in den Tendon-Vorläuferzellen. Die Muskel-abhängige Phase wird durch die Sezernierung 
von Vein aus der Muskelzelle eingeleitet. Die Bindung von Vein an den EGF-Rezeptor auf der 
Tendonzelle aktiviert den EGF-Rezeptor-Signalweg, der die Expression von zytoskelettalen 
Strukturproteinen zur Folge hat. (Abbildung aus Volk, 1999) 
 
 
Die endgültige Anheftung des Muskels an die Tendonzelle geschieht im Folgenden über die 
Verankerung von Integrinen (PS-Integrine = Positions-spezifische Integrine) in die 
extrazelluläre Matrix (ECM). Dabei sind zwei verschiedene PS-Integrine involviert, die sich als 
Heterodimere aus einer α- und einer β-Untereinheit zusammensetzen. Die PS2-Integrine 
vermitteln die Adhäsion der Muskelzelle an die ECM, während die PS1-Integrine die 
Tendonzelle mit der ECM verbinden. Die beiden PS-Integrin-Typen unterscheiden sich dabei 
nur durch ihre α-Untereinheiten, die β-Untereinheit ist bei beiden identisch. An den 
Muskelenden sind die terminalen Z-Scheiben über eine Bindung von Aktin-bindenden 
Proteinen wie α-Aktinin zur β-Untereinheit der PS2-Integrine verbunden, die Verankerung in 
der ECM erfolgt durch Liganden wie zum Beispiel Tiggrin oder Laminin. Die PS1-Integrine 
sind ebenfalls über Liganden mit der ECM verbunden, während sie über Kakapo mit den 
Mikrotubuli der Tendonzelle verankert sind (Abb. 2.7.) (zur Übersicht: Brown et al., 2000). 
Diese feste Verbindung über die PS-Integrine zur ECM und zum Zytoskelett von Muskelzelle 
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und Tendonzelle ist die Voraussetzung für die korrekte Übertragung der Muskelkraft auf das 
Exoskelett der Larve bzw. Fliege. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.7.: Organisation der PS-Integrin-vermittelten Verbindungen an den 
Muskelanheftungsstellen. Die Muskelenden sind über PS2-Integrine, die Tendonzellen über PS1-
Integrine mit der ECM verbunden. Dabei erfolgt die Befestigung von PS2-Integrin am Sakomer über 
Aktin-bindende Proteine, wie z. B. α-Aktinin, während die Befestigung von PS1-Integrin an den 
Mikrotubuli der Tendonzelle über Kakapo erfolgt. An die ECM binden beide PS-Integrine über ECM-
Liganden, wie z. B. Tiggrin. (Abbildung aus Brown et al., 2000) 
 
 
 
2.5.1.  Die Wegleitung der Muskeln und Differenzierung der 
Tendonzellen in Vertebraten 
 
Parallelen im Prozess der Wegleitung der auswachsenden Muskeln zu den entsprechenden 
Anheftungsstellen sind in Vertebraten vorhanden. Da bei Vertebraten jedoch ein viel höheres 
Maß an Komplexität bei der Muskelentwicklung erreicht werden muss, sind die einzelnen 
Prozesse nur zum Teil vergleichbar. Für die Rücken-, Kopf- und Extremitätenmuskulatur 
konnten verschiedene Strategien für die Wegleitung und Entwicklung der 
Muskelanheftungsstelle nachgewiesen werden (zur Übersicht: Schnorrer und Dickson, 2004). 
Im Fall der Rückenmuskulatur scheinen die Signale, die die Tendonzellen, die späteren 
Sehnen, determinieren, von den auswachsenden Myotuben selbst induziert zu werden. Dabei 
wandern die Myoblasten von der dorsomedialen Kante des Dermomyotoms in das sich 
bildende Myotom ein und elongieren an der rostrocaudalen Achse, bis sie einen Somiten 
überspannen. Postmitotische Myotuben sezernieren von der Mitte des Myotoms aus den 
Faktor FGF8, der in mitotisch aktiven Myoblasten einen FGF-Rezeptor aktiviert. Durch einen 
noch unbekannten Signalweg wird in den anliegenden Sklerotomzellen die Differenzierung zu 
Tendonzellen induziert, was durch die Expression des Tendonzell-Markers scleraxis 
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nachgewiesen werden kann (Brent et al., 2003). Auf diese Weise wird gesichert, dass die 
Myofibrillen an beiden Grenzen der Somiten mit Tendonzellen bzw. Sehnen verbunden 
werden.  
Bei der Entwicklung der Kopfmuskulatur wandern die Myoblasten aus dem cranialen, 
paraxialen Mesoderm zusammen mit dem cranialen Ende der Neuralleiste (CNC) nach 
anterior aus (Hacker und Guthrie, 1998; Noden et al., 1999). Im späteren Kopfbereich werden 
die Tendonzellen sowie die skelettalen Elemente durch sezernierte Faktoren wie Wnts und 
BMP-Inhibitoren aus dem CNS induziert (Schilling et al, 1996; Tzahor et al., 2003). Faktoren 
für die konkrete Wegleitung der auswachsenden Kopfmuskeln konnten noch nicht identifiziert 
werden. 
Die Muskelvorläuferzellen der Extremitätenmuskeln schließlich wandern aus dem 
ventrolateralen Bereich des Dermomyotoms unter Einfluss der Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-Met 
und ihrem Liganden SF/HGF in die Extremitätenknospe ein, wobei SF/HGF im Gegensatz zu 
c-Met spezifisch im Mesenchym der Extremitätenknospe exprimiert wird. Durch die ektopische 
Expression von SF/HGF konnte allerdings keine richtungsweisende Funktion für diesen Faktor 
nachgewiesen werden (Brand-Saberi et al., 1996; Heymann et al., 1996).  Ein Faktor, der 
zumindest teilweise eine richtungsweisende Funktion erfüllt, scheint Ladybird (Lbx) zu sein, da 
in lbx-Mutanten die Muskelvorläuferzellen zwar aus dem Dermomyotom auswandern, einige 
aber oft zu falschen Positionen gelangen (Brohmann et al., 2000; Gross et al., 2000; Schäfer 
und Braun, 2000). 
Die Differenzierung der Tendonzellen bzw. der Sehnen in den Extremitäten geschieht 
schrittweise. Dabei verläuft die initiale Determination von Tendon-Vorläuferzellen unabhängig 
von Myoblasten, wie durch den Nachweis der Expression von scleraxis an aus wachsenden 
Hühnchen-Extremitäten, denen die Muskelanlagen entfernt worden waren, gezeigt werden 
konnte. Die weiteren Differenzierungs- und Reifungsschritte werden dagegen von den sich 
annähernden Muskeln induziert (Kardon, 1998). 
Trotz der enormen Komplexität der Muskelentwicklung der Vertebraten können einige 
Parallelen zu den Vorgängen in Drosophila gezogen werden. So könnte zum Beispiel 
Scleraxis dem Drosophila Tendonzell-Marker Stripe entsprechen. Die schrittweise 
Entwicklung der Tendonzellen mit einer Muskel-unabhängigen und einer Muskel-abhängigen 
Phase konnte ebenfalls in Drosophila beobachtet werden. Eine weitere Gemeinsamkeit findet 
sich in der Tatsache, dass die richtungsweisenden Faktoren spezifisch für einzelne Muskeln 
bzw. Muskelgruppen zu sein scheinen.  
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2.6. Der Aufbau des Sarkomers und die Organisation der Z-
Scheibe 
 
Das Sarkomer bildet die funktionelle Grundeinheit des quergestreiften Muskels (Abb.2.8.). Es 
ist aus parallelen Anordnungen von Aktinfilamenten, den so genannten dünnen Filamenten 
oder I-Banden sowie den Myosinfilamenten, den so genannten dicken Filamenten bzw. A-
Banden, aufgebaut. Die Aktinfilamente sind an ihrem Ende in der so genannten Z-Scheibe 
verankert. Ein drittes Filament wird von einzelnen Molekülen des Proteins Titin repräsentiert. 
Es ist ebenfalls in der Z-Scheibe verankert und überspannt bei Vertebraten die Hälfte eines 
Sarkomers. Als Sarkomer bezeichnet man somit die Distanz von einer Z-Scheibe zur 
nächsten. Im Zuge der Muskelkontraktion gleiten Aktin- und Myosinfilamente ineinander und 
verkürzen die Distanz im Sarkomer, so dass sich die Myosinfilamente den Z-Scheiben 
annähern. Bei Dekontraktion/Entspannung des Muskels gleiten die Filamente wieder 
auseinander. Den Z-Scheiben kommt somit die Rolle des Rückgrats im Sarkomer zu, welches 
die Aktinfilamente während Kontraktion und Dekontraktion stabilisiert und den mechanischen 
Kräften entgegenwirkt. Um die dafür erforderliche Steifheit zu erbringen, müssen die Z-
Scheiben aus einer enormen Menge an Proteinen aufgebaut sein.  
 
 
 
Abbildung 2.8.: Schematische Darstellung eines Sarkomers. Das Sarkomer ist aus Aktinfilamenten 
(grün), den so genannten dünnen Filamenten und Myosinfilamenten (rot), den so genannten dicken 
Filamenten aufgebaut. Das dritte Filament wird von Titin dargestellt (gelb), das als einzelnes Molekül 
die Hälfte des Sarkomers überspannt. Die Grenzen des Sarkomers werden von den Z-Scheiben (blau) 
gebildet. Dargestellt sind nur die hier relevanten Komponenten der Sarkomere (Abbildung aus: Online-
Script zur Vorlesung ‚Muskulatur’ von Prof. Dr. Ralph Witzgall, Lehrstuhl für Molekulare und Zelluläre 
Anatomie, Universität Regensburg). 
 
 
Z-Scheibe     Z-Scheibe     
Titin    Myosin    Aktin     
EINLEITUNG 18 
 
Eine der Hauptkomponenten der Z-Scheibe stellt in Vertebraten sowie in Drosophila das 
Protein α-Aktinin dar (zur Übersicht: Blanchard et al., 1989). Es gehört zu der Spektrin-
Superfamilie und enthält drei funktionelle Domänen: eine globuläre N-terminale Aktin-
Bindedomäne, eine mittlere Domäne, die aus vier Spektrin-Repeats aufgebaut ist und eine C-
terminale Domäne mit einer Ähnlichkeit zu Calmodulin. Die Spektrin-Repeats zweier α-
Aktinin-Moleküle interagieren um anti-parallele Dimere herzustellen, die in der Z-Scheibe die 
Aktin- und Titinfilamente  benachbarter Sarkomere verknüpfen. Obwohl α-Aktinin ein 
Hauptbestandteil der Z-Scheiben ist, konnte zumindest in Drosophila gezeigt werden, dass es 
für den Aufbau des Sarkomers nicht essentiell ist, aber für den Zusammenhalt der Sarkomere 
durch funktionsfähige Z-Scheiben. α-aktinin-Mutanten entwickeln morphologisch normale 
Muskeln, die eine geringe Kapazität zur Kontraktion aufweisen. Die mutanten Larven sterben 
kurz nach dem Schlüpfen und zeigen Defekte in der Z-Scheiben-Organisation und in der 
Muskelanheftung (Fyrberg et al., 1998). α-Aktinin interagiert mit Aktin und Titin und einer 
großen Anzahl weiterer Proteine in der Z-Scheibe und kann somit als die zentrale 
Verknüpfungskomponente im Aufbau des Z-Scheiben-Proteinkomplexes angesehen werden 
(zur Übersicht: Abb. 2.9.).  
 
 
Abbildung 2.9.: Der komplexe Aufbau der Z-Scheibe in Vertebraten. Die antiparallelen α-Aktinin-
Dimere (rot) verknüpfen in der Z-Scheibe Aktin- und Titin-Filamente. Einige der weiteren 
Interaktionspartner von α-Aktinin sind nur im Text erwähnt, auf die übrigen soll nicht weiter 
eingegangen werden. (Abbildung aus Clark et al., 2002) 
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2.7. Titin als drittes Filament im Sarkomer 
Das dritte Filamentsystem im Sarkomer wird von dem enorm großen, modular aufgebauten 
Protein Titin verkörpert. Das humane titin-Gen enthält 363 Exons und ist mit ca. 4, 2 MDa das 
größte Protein, das bis heute identifiziert werden konnte. Durch das Auftreten von zahlreichen 
Spleißformen können in verschiedenen Muskeln unterschiedliche Isoformen wirksam sein. Die 
N-terminalen Enden von Titin-Molekülen aus benachbarten Sarkomeren überlappen in der Z-
Scheibe, der übrige Teil des Proteins überspannt die I- und die A-Bande, die C-terminalen 
Enden überlappen in der M-Zone. Somit überspannen zwei Titin-Moleküle ein komplettes 
Sarkomer. Dabei können aufgrund des strukturellen Aufbaus des Proteins einzelnen 
Bereichen spezielle Aufgaben entsprechend ihrer Lokalisation im Sarkomer zugeordnet 
werden. Der überwiegende Teil von Titin setzt sich aus repetitiven modularen Domänen der 
Ig- und FibronektinIII (FNIII)-Superfamilie zusammen, außerdem besitzt Titin eine Kinase- 
sowie eine PEVK-Domäne. Das N-terminale Ende von Titin bindet mit den beiden ersten Ig-
Domänen das Protein Telethonin/Tcap in der Z-Scheibe des Sarkomers (Abb. 2.9.), während 
über die dahinter liegenden Ig-Domänen die Interaktionen mit α-Aktinin-Dimeren eingegangen 
werden. Hier hat Titin somit eine stabilisierende Funktion. In der I-Bande hingegen wirkt Titin 
als eine molekulare Feder, die bei Dehnung des Muskels für die Aufrechterhaltung des 
Überlappungsbereichs von Aktin- und Myosinfilamenten sorgt. Die Elastizität von Titin in der I-
Bande wird durch die tandemartige Anordnung der Ig-Domänen sowie der PEVK-Domäne 
gewährleistet. Die PEVK-Domäne ist zu 70 % aus den Aminosäuren Prolin, Glutamin, Valin 
und Lysin aufgebaut, was in einer halben Drehung des Proteins in dieser Region resultiert. 
Eine geringe Dehnung des Muskels führt zur Elongation der Ig-Domänen, während eine 
stärkere Dehnung eine Entwindung der PEVK-Region zur Folge hat. Die physiologische 
Relevanz dieser elastischen Region wird durch Mutationen im humanen Titin deutlich, die 
diese Region betreffen und sich in einer erblich bedingten Form der dilateralen 
Kardiomyopathie (DCM) äußern. In der A-Bande geht Titin Interaktionen mit Komponenten 
des dicken Filaments, wie MyBP-C, AMP-Deaminase und der Schwanz-Region von Myosin 
ein. Hier wird für Titin eine organisierende und strukturelle Funktion spekuliert sowie eine 
Funktion als Matrize beim Aufbau des dicken Filaments. Der C-Terminus von Titin, der die 
Kinase-Domäne enthält, ist in der M-Zone lokalisiert und wirkt wahrscheinlich Signal-
übertragend auf die Myosinfilamente (zur Übersicht: Clark et al., 2002).  
In Drosophila konnte ebenfalls ein zum humanen titin homologes Gen identifiziert werden. 
Das Gen sallimus (sls) kodiert für das Protein D-Titin und einige weitere Isoformen (Abb. 
2.10.). D-Titin enthält 53 Ig-Domänen, vier FNIII-Domänen, eine SH3-Domäne und zwei 
PEVK-Domänen und ist zu der N-terminalen Hälfte des humanen Titins homolog. Neben 
seiner Funktion im Sarkomer ist es in die Myoblastenfusion involviert (Machado und Andrew, 
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2000; Zhang et al., 2000). Kettin ist eine weitere Isoform, die von dem sls-Gen abgeleitet und 
zu einem großen Teil zum N-Terminus homolog ist (Lakey et al., 1993). Mit seinem N-
Terminus ist Kettin in der Z-Scheibe verankert, in der es, homolog zum humanen Titin, eine 
Interaktion zu α-Aktinin eingeht (van Straaten et al., 1999). Analysen an kettin-Mutanten 
zeigten, dass Kettin essentiell für den Aufbau der terminalen Z-Scheiben an den 
Muskelanheftungsstellen ist und eine Rolle beim Aufbau der Z-Scheiben der Sarkomere spielt 
(Hakeda et al., 2000). Die Isoform Projectin ist hauptsächlich aus FNIII-Domänen aufgebaut 
und enthält eine PEVK- sowie eine Kinase-Domäne. Die Lokalisation von Projectin im 
Sarkomer ist dabei abhängig von der Art des Muskels. In synchronen Muskeln ist Projectin im 
A-Band zu finden, während es in den asynchronen Flugmuskeln im kurzen I-Band lokalisiert 
ist (Lakey et al., 1990; Saide et al., 1990; Vigoreaux et al., 1991). Erst kürzlich konnte als 
weitere Isoform das Protein Zormin identifiziert werden. Zormin ist homolog zum N-terminalen 
Ende von D-Titin bzw. Sls und ebenfalls unterschiedlich lokalisiert. In Flugmuskeln kann es in 
der M-Zone nachgewiesen werden, während es in synchronen Muskeln in der Z-Scheibe zu 
finden ist (Bullard et al., 2005 und B. Bullard, persönliche Mitteilung). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.10.: Vom sls-Gen abgeleitete Isoformen in Drosophila. Die Sls-Isoform ist das größte 
vorausgesagte Protein und zu der N-terminalen Hälfte des humanen Titins homolog. Es ist aus einer 
großen Anzahl an Ig-Domänen sowie aus zwei PEVK- und vier FNII-Domänen aufgebaut. Zormin ist 
zum N-Terminus des Sls-Proteins homolog, während Kettin einen Teil des N-Terminus bis zur Mitte des 
Sls-Proteins umfasst, der aber nicht den Teil des Zormin-Proteins enthält. Eine weitere Sls-Isoform 
enthält zusätzlich eine PEVK-Domäne sowie vier FNIII-Domänen. Das Projectin-Protein ist zum größten 
Teil aus alternierenden Ig-Domänen und FNIII-Domänen aufgebaut und enthält eine PEVK- sowie eine 
Kinase-Domäne. (Abbildung aus Bullard et al., 2005) 
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2.8. Problemstellung 
Das rolling pebbles-Gen kodiert für die zwei Protein-Isoformen Rols6 und Rols7. Rols7 spielt 
eine essentielle Rolle in der Myoblastenfusion von Drosophila und ist spezifisch in den 
Founderzellen exprimiert. Während des Fusionsprozesses konnte es an der Zellmembran der 
Founderzelle nachgewiesen werden (Menon und Chia, 2001). Die beiden Rols-Proteine sind 
durch die drei Domänen RING-Finger, neun Ankyrin-Repeats und drei TPR-Repeats, die 
typisch für Protein-Protein-Interaktionen sind, charakterisiert (Chen und Olson, 2001; Rau et 
al., 2001). In der vorliegenden Arbeit sollten mit Hilfe des UAS-GAL4-Systems die Protein-
Interaktionsdomänen RING-Finger und Ankyrin-Repeats zusammen mit dem Rols7-
spezifischen Teil und einem Myc-tag im Mesoderm exprimiert werden, um die Relevanz dieser 
Domänen für die Lokalisation des Rols7-Proteins an der Zellmembran zu untersuchen. 
Außerdem sollten die Auswirkungen der Expression dieser Fusionsproteine auf die 
Muskelentwicklung überprüft werden. 
Da Rols7 seine Funktion im Prozess der Myoblastenfusion über die mit weiteren Proteinen 
erfüllt, sollten Interaktionspartner identifiziert werden, die mit Hilfe eines Hefe-Two-Hybrid-
Screens, indem die Ankyrin-Repeats als Köder genutzt wurden, gefunden worden waren.  
Außerdem sollte in immunhistochemischen Analysen mit einem Antikörper, der gegen den C-
Terminus von Rols gerichtet ist, das Expressionsmuster von Rols7 genau charakterisiert und 
die Funktion von Rols7 in den späten Stadien der Myogenese untersucht werden. 
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3. Material  
3.1. Geräte 
Binokulare      Stemi SV6, Zeiss, Jena 
Digitalkamera     Powershot C5, Canon  
Elektrophorese-Apparaturen   Werkstätten MPI Martinsried und  
       Universität Marburg 
Elektrophorese-Spannungsquellen  BioRad PowerPack 300, 
       Biometra Power Pack P25, München 
Fotomikroskop     Axioskop, Zeiss, Jena 
       Axioplan2 imaging, Zeiss, Jena 
Heizblock      HBT 130, Heep Labor Consult, Boveden 
Invers-Mikroskop     Olympus CKX41, Planegg 
Konfokales Laserscan-Mikroskop  TCS SP2 Leica, Heidelberg 
Kühlzentrifuge     Megafug 1.0 R, Heraeus, Hanau 
Magnet-Kochrührer    Variomag Mono, H+P Labortechnik, München 
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank HeraSafe, Heraeus, Hanau 
PCR-Maschine     Personal Cycler, Biometra, Göttingen 
PH-Meter      GPRT 1400A, Greisinger Electron 
Photometer     Ultraspec 3000, Gene-Quant RNA/DNA 
       Calculator, Pharmacia, Freiburg 
Reaktiosgefäßschüttler   Rexa 2000, Heidolph, Schwabach 
3D-Schüttler     Rocky®, Föbel Labortechnik, Lindau 
Schüttler      WT-12, Biometra, GFL 3005/3033, Burgwedel 
Thermostatschrank    Lovibond Tintometer, Dortmund 
Tischzentrifugen     Biofuge, Heraeus, Hanau 
UV-Crosslinker     UV StratalinkerTM 2400, Stratagene 
UV-Transilluminator    TI1, Biometra, Göttingen 
Vortex-Gerät     Reax 200, Heidolph, Schwabach 
Wärmewasserbad    C10, C1, Haake, Karlsruhe 
Wasserbad      GFL 1002, Biometra, Burgwedel 
Wassertank     KH3, Biometra, Göttingen 
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3.2. Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien und Nährmedien wurden von den Firmen Fluka (Taufkirchen), 
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und 
Sigma (Taufkirchen) bezogen. 
 
 
3.3. Enzyme 
AccuPrime Proof Reading Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 
Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics, Mannheim 
Klenow Enzym Roche Diagnostics, Mannheim 
Proteinase K Roche Diagnostics, Mannheim 
RNase A Roche Diagnostics, Mannheim 
RNAsin (RNase-Inhibitor) Roche Diagnostics, Mannheim 
Restriktionsendonukleasen Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
 MBI Fermentas, St.Leon-Roth 
 New England Biolabs, Frankfurt 
Taq DNA-Polymerase Sigma, Taufkirchen 
 Peqlab, Erlangen 
Trypsin  Sigma, Taufkirchen 
T3 RNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim 
T7 RNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim 
T4 DNA-Ligase Roche Diagnostics, Mannheim 
 
 
3.4. Molekularbiologische Reagenzien und Reagenziensätze 
BCIP Roche Diagnostics, Mannheim 
ConcanavalinA Sigma, Deisenhofen 
DAPI Sigma, Deisenhofen 
DAB Sigma, Deisenhofen 
DIG DNA Labeling and Detection Kit Roche Diagnostics, Mannheim 
DIG RNA Labeling and Detection Kit Roche Diagnostics, Mannheim 
Fluoromount G Southern Biotechnology Associates, Birmingham 
(USA) 
GFX PCR, DNA and Gel   
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Purification Kit Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Jetsorb GENOMED, Bad Oeynhausen 
Jetstar Plasmid Kit 2.0 GENOMED, Bad Oeynhausen 
Mass Ruler DNA-Ladder, Mix MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
NBT Roche Diagnostics, Mannheim 
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe 
Transfektionsreagenz Nanofectin PAA, Pasching (Österreich) 
Triton X-100 Roth, Karlsruhe 
Trizol Invitrogen, Karlsruhe 
TSATM Fluorescein System Perkin Elmer Life Sciences, Boston (USA) 
Tween 20 Sigma, Deisenhofen 
Vectastain Elite ABC Standard Kit Vector Laboratories, Burlingame (USA) 
Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
3.5. Aminosäuren für 10fach Dropout-Lösungen 
Die nachfolgenden Aminosäuren wurden von der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die 
Mengen sind für 10fache Stocklösungen angegeben. 
       
L-Histidine HCL: Monohydrat  200 mg/L 
L-Leucine      1000 mg/L 
L-Tryptophan     200 mg/L 
Uracil      200 mg/L 
Als 10x Dropout (DO) wurde das Hefe Synthetic Drop-out Medium Supplement without 
Histidine, Leucine, Tryptohpan and Uracil der Firma Sigma (Steinheim) verwendet. 
 
3.6. Antikörper und Seren 
Anti-Alpha Aktinin Babraham Bioscience Technologies, UK 
(monoklonal aus Ratte; 1:200) 
Anti-β-Galaktosidase-Antikörper Promega, Madison (USA) 
(monoklonal aus Maus; 1:5000)  
Anti-β-Galaktosidase-Antikörper Biotrend, Köln; Cappel, Aurora, USA 
(polyklonal aus Kaninchen; 1:5000)   
Anti-ß3-Tubulin-Antikörper Leiss et al., 1988 
(polyklonal aus Kaninchen; 1:15000) 
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Anti-c-Myc Roche Diagnostics, Mannheim 
(monoklonal aus Maus; 1:1000) 
Anti-c-Myc  Roche Diagnostics, Mannheim; Cell Signaling  
(monoklonal aus Maus; 1:5000) Technology, Beverly (USA) 
Anti-DIG-Antikörper Roche Diagnostics, Mannheim  
(polyklonal aus Schaf; 1:1000)  
Anti-Duf/Kirre Kreisköther et al., eingereicht  
(polyklonal aus Kaninchen; 1:1000)  
Anti-Lava Lamp Sisson et al., 2000 
(polyklonal aus Kaninchen; 1:) 
Anti-RolsCterm Kreisköther et al., eingereicht 
(polyklonal aus Kaninchen; 1: 1000) 
Anti-Titin/Kettin (Anti-KZ) Machado et al., 1998 
(monoklonal aus Ratte; 1:5000) 
 
3.7. Sonstige Materialien 
Bacto-Agar      Gibco, Karlsruhe 
BactoTM Yeast Nitrogen Base  Gibco, Karlsruhe 
Bacto-Trypton      Gibco, Karlsruhe 
Dan Klorix      Colgate Palmolive, Hamburg 
Drosophila Zellkulturmedium   PAA, Pasching (Österreich) 
Insect Express SF9-S2   PAA, Pasching (Österreich) 
Glasperlen      Sigma, Deisenhofen 
YEPT Broth (Hefe-Vollmedium)  Gibco, Karlsruhe 
 
3.8. Lösungen und Puffer 
 
Auftragspuffer (10X)    0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
       0,1 % (w/v) Xylencyanol  
0,9 % (w/v) Borsäure 
       40 % (v/v) Glycerin in TBE 
10x BU-Salze     70 % (w/v) Na2HPO4 
       30 % (w/v) NaH2PO4, pH 7,0 
10x Lithiumacetat    1M Lithiumacetat, pH 7,5 
NaCl-Triton     120 mM NaCl 
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       0,02 % Triton X-100 
PEG/Lithiumacetat-Lösung   1x TE 
1x LiAc 
40 % PEG 3550 
1x PBS      130 mM NaCl 
       7 mM Na2HPO4 
       3 mM NaH2PO4, pH 7,4 
1x PBT      0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS 
F-PBS       4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS 
10x TBE      900 mM Tris 
       900 mM Borsäure 
       20 mM EDTA [0,5 M Stocklsg.] 
10x TE      0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 
       10 mM EDTA 
 
 
3.9. Nähr-und Zuchtmedien 
Drosophila melanogaster: 
Fruchtsaft-Agar      2,5 % (w/v) Select Agar 
für Ablagen     1,25 % (w/v) Glucose 
       0,2 % (w/v) Nipagin 
       25 % (v/v) Fruchtsaft (Traube oder Apfel) 
Futter- und Zuchtmedium   0,7 % (w/v) Select Agar 
       60 % (w/v) Maismehl 
       1,2 % (w/v) Trockenhefe 
       60 % (w/v) Malzextrakt 
       7,15 % (w/v) Fructose 
       0,14 % (w/v) Nipagin  
       0,6 % (w/v) Propionsäure  
Escherichia coli: 
LB-Medium (Luria-Bertani)   1 % (w/v) Bacto-Trypton 
       0,5 % (w/v) NaCl  
(mit Agar für Platten)    1,5 % (w/v) Bacto-Agar, pH 7,0 
SOC-Medium     0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt 
       2,0 % (w/v) Bacto-Trypton 
       10 mM NaCl 
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       2,5 mM KCl 
       10 mM MgCl2 
       20 mM MgSO4 
       20 mM Glucose 
 
 
Saccharomyces cervisiae: 
Hefe-Vollmedium    5 % (w/v) YEPT Broth 
       2 % (w/v) Glucose 
(mit Agar für Platten)    2 % (w/v) Agar 
Hefe-Minimalmedium:    0,5 % (w/v) SD (w/o Ammoniumsulfat & AA) 
       0,17 % (w/v) Ammoniumsulfat 
       10 % (w/v) 10x Dropout Lsg. (10x -HULT) 
       10 % (w/v) gewünschte 10x AA Kombinationen 
       2 % (w/v) Agar, pH 5,8 
Hefe- Induktionsplatten:   0,5 % (w/v) SD (w/o Ammoniumsulfat & AA) 
       0,17 % (w/v) Ammoniumsulfat  
       10 % (w/v) 10x Dropout Lsg. (10x -HULT) 
       10 % (w/v) gewünschte 10x AA Kombination 
       2 % (w/v) Agar  
       2 % (w/v) Galaktose [40 % (w/v) Stocklsg.] 
       1 % (w/v) Raffinose [40 % (w/v) Stocklsg.] 
       10x Bu-Salze [10 % Stocklsg.] 
80 mg/l X-Gal [20 mg/ml Stocklsg. in 
Dimethylformamid] 
 
3.10. Synthetische Oligonukleotide 
 
MfeI-actn-fw:   GTCACAATTCCAGCGCCACAAGATGATGATG 
XhoI-actn-rv:   GTCACTCGAGTGCCTTGCGCTCTTACAAGTC 
LDI-14:    CCACCATGCCTATGCGAGC 
LDI-20:    CTTCAGGTTGTGATTGCTCACG 
LDRIV:    CCGTTTTTAAGATCTATCCGCACAGTGGATG 
LDA5:    GGATTCGGTTACGGCGGACAC 
B3aa23:    ATCATTTCCCAGGAGCACGGC 
B3aa140:    GCCCAGCGAGTGCGTCAATTG 
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NotI-KL/LL-Primer fw:    GCCACATTGGATTATCAGTGA 
StuI-KL-Primer rev:   TGTCTGTAGCTCCGATTGGT 
StuI-RIFI-I:    AGTGATCTCCAGTCCATCCGA 
StuI-RIFI-II:    ACTCACTATCGTCGATGTGGA 
StuI-ANK-I:    CGACTAGTTCTCTTGGCAGGA 
StuI-ANK-II:    ATCCTCAAGGATCTTGCAGTG 
ANK-RIFI-I:    GTCACCACGACCGCACTCCCAAGTTTGCCCCTCCTG 
ANK-RIFI-II:    ATATGCGGCAGGAGGGGCAAACTTGGGAGTGCGGTC 
RIFI-ANK-I:    AGATGTTGATGGCGCCAATGCTGGTGGAGCTCCGAT 
RIFI-ANK-II:    ATGCAAAGGATCGGAGCTCCACCAGCATTGGCGCCA 
StuI-Myc(6x)-fw:    AGTTCAGGCCTGCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCT 
Myc+Stop+XbaI:   GGGGTCTAGATCACTAGAGGTCGCCCAAGCT 
½-StuI-HA-XbaI-fw:   CCTTACCCTTATGATGTGCCAGATTATGCCTCTT 
½-StuI-HA-XbaI-rv:   CTAGAAGAGGCATAATCTGGCACATCATAAGGGTAA 
NLS-K201E-R202L-fw:  CGTTTATGCCACGCCGGAAGAGCTACGAGCCAGCAATCGG 
NLS-K201E-R202L-rv:  CCGATTGCTGGCTCGTAGCTCTTCCGGCGTGGCATAAACG 
T7 promoter:    GTAATACGACTCACTATAGGGCG 
T3 promoter:    AATTAACCCTCACTAAAGGG 
SP6 promoter:    ATTTAGGTGACACTATAG 
M13 forward (-20):   GTAAAACGACGGCCAG 
M13 reverse:  CAGGAAACAGCTATGAC 
 
 
3.11. cDNAs und Genbanken 
Alpha Aktinin LD37956 (BDGP) 
Rols LDcDNAI (Rau et al., 2001) 
   
 
3.12. Vektoren 
pBluescript II KS+    Klonierungsvektor (3,0 kb) 
f1(+), lacZ’, MCS, T7, T3, lac, pUC, AMPR 
Stratagene, Heidelberg 
pB42AD  Klonierungsvektor (6,45 kb), erzeugt ein „Beute“-
Fusionsprotein mit einer B42 Aktivierungsdomäne 
(AD). 
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PGAL1, B42 AD, MCS, TRP1, AmpR,HA tag  
(Clontech, Heidelberg) 
pCR®-Blunt II-TOPO  Vektor (3,5 kb) zur direkten Klonierung von PCR-
Produkten mit blunt-Enden. 
 LacZα, ccdB, f1 ori, KanR, ZeoR, p ori  
(Invitrogen, Karlsruhe) 
pCR®II-TOPO  Vektor (4,0 kb) zur direkten Klonierung von PCR-
Produkten mit 3’-überhängenden Desoxyadenosin-
Enden. 
LacZα, Sp6, f1 ori, KanR, AmpR, p ori  
(Invitrogen, Karlsruhe) 
pCS2+  Expressionsvektor für Zellkultur und in vitro 
Transkription. In dieser Arbeit als Matrize zur 
Amplifizierung von Myc-tags verwendet. (Turner und 
Weintraub, 1994) 
pGilda  Klonierungsvektor (6,6 kb), erzeugt ein „Köder“-
Fusionsprotein , mit einer LexA-Bindedomäne (DNA-
BD).  
PGAL1,LexA, MCS, ADH1, f1 ori, HIS3, AmpR, Col1 
(Clontech, Heidelberg). 
pUAST  Transformationsvektor (9 kb), wird zur P-Element 
Insertion verwendet (Brand & Perrimon, 1993) und 
beinhaltet das white Gene als Marker, 5 GAL4 UAS-
Bindestellen (Upstream Activator Sequence), eine 
hsp 70 Promotorsequenz vor der MCS, das SV40 
Terminationssignal und eine 
Polyadenylierungssequenz.  
 
 
3.13. Bakterienstämme 
E.coli DH5α     (chemisch kompetent) (Hanahan, 1983) SupE44,  
∆lacU169 (Φ80lacZ∆M15), hsdR17, recAl, endAl, 
gyrA96, thi-l, rel Al 
E.coli TOP10     (chemisch kompetent)  
F+ {lacIq Tn10(TetR)} mcrA  ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZ∆M15, ∆lacX_74, recAl, deoR, araD139,  
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∆(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, (StrR), endAl, nupG 
(Invitrogen, Karslruhe) 
GM2159 dam-     (chemisch kompetent)  
Für die Herstellung nicht-methylierter Plasmid-DNA 
wurde der transformationskompetente E. coli-Stamm 
GM2159, der keine DNA-Adenin-Methylase (dam-) 
und keine DNA-Cytosin-Methylase (dcm-) besitzt, 
verwendet (Marinus et al., 1983). Tn9 thr1 ara14 
leuB36 lacY1 tsx33 supE  
 
3.14. Hefestämme 
EGY 48[p8op-lacZ] EGY48[p8op-lacZ] ist mit dem Reporter-Plasmid 
p8op-lacZ transformiert, das für ein lacZ-Gen unter 
der Kontrolle von LexAop(x6) kodiert. (MATCHMAKER 
LexA Two-Hybrid Systems von Clontech, Heidelberg) 
MATα, his3, trp1, ura3, LexAop(x6)-LEU2 
 
3.15. Fliegenstämme 
Mutanten: 
BL4654 (Actn8)     ln(1)HC207, Actn[8]/FM7a  
BL4655 (Actn14)     Actn [14]/FM7a  
BL600 (Df sls)     Df(3L)Aprt-1, ru[1] h[1]/ TM3, Sb[1] Ser[1] 
EP(3) 3330 5a*     vitale Mutante für rols6; (Pütz et al., 2005) 
White w118, Transformationsstamm, in dieser Arbeit auch 
als Wildtyp-Kontroll-Stamm genutzt ; Laborzucht der 
Arbeitsgruppe Renkawitz-Pohl, Marburg  
 
Gal4-Treiberlinien : 
BL914(twist-Gal4)    TG-X; P{w[+mC]=GAL4-twi.G}108.4, w[1] 
rP298-Gal4     Gal4-Linie im duf/kirre Muster (Menon et al., 2001) 
dmef-Gal4 Gal4-Linie im dmef Muster (Ranganayakulu et al., 
1996) 
gmr-Gal4 (Gal4-Linie im glass multimer reporter Muster, 
Freeman, unveröffentlicht) 
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24B-GAL4 GAl4-Linie für das gesamte Mesoderm (Brand und 
Perrimon, 1993) 
Balancer: 
w; Dr/SbTdlZ   w*; Dr/TM3, Sb, Df-LacZ     
  Blau-Balancerstamm mit Markern für Chr. III 
 (zur Verfügung gestellt von A. Holz, Giessen) 
BL4534      GFP-Balancerstamm mit Markern für Chr. III; 
 w[*]; Sb[1]/TM3, P{w[+mC]=ActGFP}JMR2, Ser[1] 
BL4559 GFP-Balancerstamm für Chr. X ; 
FM7i, P{w[+mC]=ActGFP}JMR3/C(1)DX, y[1] f[1] 
BL5438      Blau-Balancerstamm für Chr. X;  
FM7i, P{ry[+t7.2]=ftz/lacC}YH1, w[+]/C(1)DX, y[1] f[1] 
 
3.16. Zell-Linien 
Drosophila Schneider Zellen S2R+ (Yanagawa et al., 1998). 
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4. Methoden 
4.1. Allgemeine molekularbiologische Methoden 
 
4.1.1. Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen 
(Sambrook et al.,1989) 
 
 
SOB-Medium:   2  % (w/v) Bacto-Trypton  
  0,5 % (w/v) Hefeextract 
  10 mM NaCl 
  2,5 mM KCl 
  10  mM MgCl2 
  10  mM MgSO4 
 
RF1:  10 mM RbCl2 
  50  mM MnCl2 
  30  mM KCl 
  10  mM CaCl2 
 15 % (w/v) Glycerin 
  pH 5,8 
 
RF2:  10  mM MOPS (pH 6,8) 
  10 mM RbCl2 
  75  mM CaCl2 
  15  % (w/v) Glycerin 
  pH 8 
 
250 ml SOB-Medium wurden mit 2,5 ml einer frischen E. coli Kultur (1:100) angeimpft und 
unter Schütteln bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 kultiviert. Danach wurden die Zellen 
für 15 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert (4000 UpM, 4 °C, 10 min). Die Resuspension 
erfolgt in 80 ml eiskaltem RF1-Puffer mit anschließender Lagerung auf Eis für 15 min. Nach 
erneuter Zentrifugation (4000 UpM, 4 °C, 10 min) wurden die Zellen in 20 ml RF2-Puffer 
aufgenommen und wiederum 15 min auf Eis inkubiert. Diese kompetenten Zellen konnten 
entweder sofort zur Transformation eingesetzt oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
bei –80 °C gelagert werden.  
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4.1.2. Herstellung elektrokompetenter E.coli-Zellen 
(Sambrook et al.,1989) 
 
400 ml LB-Medium wurden mit 4ml einer frischen E. coli Kultur (1:100) angeimpft und unter 
Schütteln bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,5-1 kultiviert. Danach wurden die Zellen auf 8 
50ml Falkonröhrchen verteilt, für 15-30 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert (5000 UpM, 4 
°C, 10 min). Die Resuspension erfolgt in 50 ml eiskaltem, sterilem Wasser. Nach erneuter 
Zentrifugation (5000 UpM, 4 °C, 10 min) wurden die Zellen in 25 ml eiskaltem, sterilem 
Wasser aufgenommen und wiederum zentrifugiert (5000 UpM, 4 °C, 10 min). Anschließend 
wurde in 1 ml 10%iger Glycerinlösung resuspendiert und erneut zentrifugiert (5000 UpM, 4 °C, 
10 min). Die Zellen wurden dann in 100 µl 10%iger Glycerinlösung resuspendiert und 
anschließend in 40µl-Aliquots aufgeteilt. (Diese kompetenten Zellen konnten entweder sofort 
zur Transformation eingesetzt oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C 
gelagert werden.  
 
 
 
4.1.3. Transformation von Plasmiden in kompetente E.coli-Zellen 
Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde diese in E.coli-Zellen transformiert. Im Allgemeinen 
wurde dazu die Methode der  
4.1.3.1.  Chemischen Transformation (Sambrook et al., 1989) genutzt.  
Dazu wurden zunächst die chemisch kompetenten Zellen, die in Aliquots bei – 80°C gelagert 
werden, auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von ca.100ng DNA zu 100µl kompetenten Zellen 
wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock für 2 Minuten im 42°C-
Wasserbad, wodurch die DNA in die Bakterienzellen aufgenommen wurde. Nach kurzer 
Lagerung auf Eis wurden 500 µl LB-Medium hinzugegeben und 1 Stunde bei 37°C schüttelnd 
inkubiert. Der Ausstrich der Bakterien erfolgte auf LB-IPTG-X-Gal-Platten (+ dem 
entsprechenden Antibiotikum), die dann über Nacht bei 37°C inkubiert wurden. 
Im Falle der Transformation eines TOPO-Vektors konnte im sogenannten Blau-Weiss-Test auf 
weiße Bakterienkolonien selektioniert werden, die einen Vektor mit Insert beinhalten sollten. 
Bei erfolgreicher Klonierung des Inserts in die Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors wurde 
das lacZ-Genfragment beschädigt, in dessen Innern die MCS eingebaut wurde. Ist dieses 
Gen durch ein Insert unterbrochen, so entsteht keine funktionstüchtige β-Galaktosidase, die 
die Substrate X-Gal und IPTG spalten kann und daraus resultierend keine Blaufärbung. 
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4.1.3.2.  Elektroporation (Sambrook et al., 1989) 
Diese Methode zur Transformation von E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA hat den Vorteil einer 
sehr hohen Effizienz und ermöglicht die Transformation von wesentlich grösseren DNA-
Mengen als bei der chemischen Transformation. 
Die bei –80°C gelagerten Aliquots der elektrokompetenten Zellen wurden ebenfalls auf Eis 
aufgetaut. In einem eisgekühlten Eppendorfgefäß wurde zu 40 µl elektrokompetenter Zellen 
die gewünschte Menge DNA gegeben und in eine eisgekühlte Elektroporationsküvette 
überführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die Lösung am Boden der Küvette 
sammelte und beide Seiten unten benetzte. Dann wurde die Küvette in den Elektroporator 
gestellt und der Elektropuls ausgelöst. Die Einstellungen am Elektroporator wurden wie folgt 
gewählt: 25 µF Kapazität; 2,5 kV und 200 Ohm Widerstand. 
Nach dem Elektropuls sollten am Elektroporator eine Zeitkonstante von 4-5 Millisekunden und 
eine Feldstärke von 12,5 kV/cm angezeigt werden. Die Küvette wurde dann aus dem 
Elektroporator entfernt und sofort 1 ml SOC-Medium hinzugegeben. Mit einer Pasteur-Pipette 
wurde die Lösung in ein Polypropylen-Röhrchen überführt und 1 Stunde bei 37°C schüttelnd 
inkubiert. 
Anschließend wurden die Bakterien in zwei verschiedenen Konzentrationen auf speziellen 
Selektionsplatten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
 
4.1.4. Präparation von Plasmid-DNA aus E.coli 
 
4.1.4.1. Mini-Präparation von Plasmid-DNA aus E.coli (alkalische Lyse) 
(Birnboim und Doly, 1979) 
 
S1-Puffer:  50 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
  10 mM EDTA 
  100 µg RNase A/ml 
S2-Puffer:  200 mM NaOH 
  1 % (w/v) SDS 
 
S3-Puffer:                                          2,6M KAc/Essigsäure (pH 5,2)  
 
3 ml LB-Medium (+ Antibiotikum; Ampicillin 100 µg/ml, bzw. Chloramphenicol 200 µg/ml) 
wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und ü.N. bei 37 °C auf dem Schüttler inkubiert. 
1,5 ml der Kultur wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und zentrifugiert (13 000 
UpM, 5 sec). Nach Entfernen des Überstandes wurden die Zellen in 100 µl S1-Puffer 
aufgenommen und für 10 Minuten auf dem Schüttler resuspendiert. Durch Zugabe von 200 µl 
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S2-Puffer und 5 minütiger Inkubation wurden die Zellen einer alkalischen Lyse unterworfen. 
Schließlich wurden 150 µl S3-Puffer zur Neutralisation zugegeben, leicht geschwenkt und für 
5 Minuten bei 13 000 UpM zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß 
gegeben und zur Fällung der Plasmid-DNA wurde 0,8 VT Isopropanol zugegeben. Die 
Plasmid-DNA wurde durch Zentrifugation (13 000 UpM, 30 min, 4°C) pelletiert, 2 mal mit 70 % 
EtOH gewaschen, getrocknet und in 30 µl H2O gelöst. 
 
 
4.1.4.2. Midi-Präparation von Plasmid-DNA aus E.coli 
(Genomed Jetstar, nach Angaben des Herstellers) 
Um größere Mengen Plasmid-DNA zu erhalten, wurden 50 ml LB-Medium (+ Antibiotikum; 
Ampicillin 100 µg/ml, bzw. Chloramphenicol 200 µg/ml) mit der entsprechenden 
Bakterienkultur angeimpft und ü.N. bei 37 °C auf dem Schüttler inkubiert. Diese Kultur wurde 
dann in einen 50 ml Falcon überführt und zentrifugiert (4 000 UpM, 10 min, 4 °C). Der 
Überstand wurde verworfen, die sedimentierten Zellen in 4 ml E1-Puffer resuspendiert und 
schließlich durch Zugabe von 4 ml E2-Puffer unter leichtem Schwenken für 5 Minuten lysiert. 
Zur Neutralisation wurden 4 ml E3-Puffer zugegeben und durch 10 minütige Zentrifugation (6 
000 UpM, 4 °C) chromosomale DNA und Zelltrümmer präzipitiert. Der Überstand wurde auf 
eine zuvor mit 10 ml E4-Puffer äquilibrierte Anionenaustauschersäule geladen. Nach dem 
Durchfluß des Plasmid-DNA-haltigen Überstandes wurde die Säule zweimal mit je 10 ml E5-
Puffer gewaschen und dann die an die Säulenmatrix gebundene Plasmid-DNA durch Zugabe 
von 5 ml E6-Puffer eluiert. Durch Zugabe von 0,7 VT Isopropanol und Zentrifugation (13 000 
UpM, 30 min, 10 °C) wurde die DNA gefällt. Das Präzipitat wurde 2 mal mit 70 % EtOH 
gewaschen, getrocknet und in 50 µl H2O aufgenommen. 
 
4.1.5. Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 
 
Desoxyribonukleinsäuren können aufgrund ihrer maximalen Absorption bei einer Wellenlänge 
von λ = 260 nm photometrisch quantifiziert werden. Aus der Absorption (OD) läßt sich 
aufgrund folgender Beziehungen die Konzentration doppelsträngiger DNA in µg/ml bei einer 
Küvettendichte von 1 cm berechnen: 
 
 OD260 x 50 x Verdünnungsfaktor 
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4.1.6. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen 
 
Auftragspuffer 0,5 % Xylencyanol 
 0,5 % Bromphenolblau 
 40 % Glycerin in TBE 
 
Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese ist die Auftrennung von DNA-Fragmenten 
entsprechend ihrer Größe möglich. Dabei wandern große Fragmente langsamer durch die 
Agarose im Gel als kleine. Agaroselösungen verschiedener Konzentrationen (in der Regel  
1-2 %, in Abhängigkeit von der gewünschten Trenneigenschaft) wurden in 1 x TBE 
aufgekocht, 10 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, anschließend auf 60 °C abgekühlt und ca. 
0,5 cm hoch in eine horizontale Gelkammer gegossen. Das zugesetzte, in die Nukleinsäure 
interkalierende Ethidiumbromid dient der Detektion der später aufzutragenden DNA-Probe, 
die unter einen UV-Transluminator als orangerote Bande fluoresziert. Nach dem Gießen der 
Agarose in die Gelkammer musste sofort der Kamm für die Probentaschen eingesetzt werden. 
Als Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet. Vor dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese 
zur Beschwerung mit 1/10 VT 10 x Auftragspuffer versetzt, der wie die DNA im elektrischen 
Feld Richtung Anode wandert und somit der Markierung der Lauffront dient. Die Auftrennung 
erfolgte bei 50-100 Volt Gleichspannung. 
 
 
 
4.1.7. Extraktion von DNA aus Agarosegelen 
(GFX Purification Kit, nach Angaben des Herstellers) 
 
Für die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel wurde das GFX PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech) herangezogen. Dazu wurde zunächst die 
Bande der entsprechenden Größe mit einer Skalpellklinge aus dem Agarosegel 
ausgeschnitten, in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und gewogen. Je 10 g Gelbande 
wurden 10 µl Capture buffer™ hinzugefügt. Anschließend wurde solange bei 60°C im 
Heizblock inkubiert, bis die Agarose vollständig geschmolzen und in Lösung gegangen war. 
Diese Lösung wurde dann auf eine im Kit enthaltene Säule pipettiert, die zuvor in ein 
Sammelgefäß gesetzt worden war, und für 30 Sekunden bei 13000 Upm abzentrifugiert. Die 
zuvor in der Lösung vorliegende DNA hatte nun an das Lithium-Quarz- Material der Säule 
gebunden. Der im Sammelgefäß enthaltene Durchfluss wurde verworfen und 500 µl Wash 
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buffer wurden auf die Säule gegeben. Nach erneuter 30 sekündiger Zentrifugation bei 13000 
Upm wurde die Säule auf ein frisches Eppendorfreaktionsgefäß gesetzt. Zur Elution der DNA 
aus dem Säulenmaterial wurden dann 50 µl destilliertes Wasser oder TE auf die Säule 
pipettiert und 1 Minute bei 13000 Upm zentrifugiert. 
 
 
4.1.8.  Bestimmung der DNA-Konzentration mittels 
Agarosegelelektrophorese 
 
Neben der genauen Konzentrationsbestimmung der DNA durch photometrische Messungen, 
ist es außerdem möglich, schon geringere Mengen DNA mittels Agarosegelelektrophorese 
abzuschätzen. Dazu wurden zwei verschiedene Volumina an gelöster DNA, 1 µl und 10 µl, mit 
je 1 µl Auftragspuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Neben diesen Proben 
wurde ein bestimmtes Volumen eines Standard-DNA-Größenmarkers mit bekannten 
Fragmentlängen und Mengenangaben aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung 
der DNA konnte anhand der Leuchtstärke des interkalierenden Ethidiumbromids ein 
Mengenvergleich zwischen der DNA und dem Standard-DNA-Größenmarkers gezogen und 
somit eine Mengenangabe pro µl errechnet werden. 
 
4.1.9. Polymerasekettenreaktion 
(Saiki et al., 1988) 
Die Polymerasekettenreaktion ermöglichte es, ein unbekanntes DNA-Fragment, das zwischen 
zwei kurzen bekannten Sequenzen lag, in signifikanten Mengen zu amplifizieren. Dazu 
wurden denaturierte DNA-Doppelstränge mit den kurzen, von bekannten Sequenzen 
abgeleiteten Oligonukleotiden (Primer) hybridisiert und von einer thermostabilen DNA-
Polymerase mit Hilfe von Desoxyribonuleotiden (dNTPs) verlängert. Der resultierende DNA-
Doppelstrang wurde ebenfalls denaturiert, so dass die Primer erneut binden und wieder zum 
vollständigen DNA-Doppelstrang verlängert werden konnten. 
Die für die einzelnen Schritte erforderlichen Temperaturen wurden in Form eines Programms 
in einer Thermo Cycler-PCR-Maschine festgelegt. 
Im Wesentlichen konnte sich an folgendem Standardprogramm orientiert werden: 
 
1. 95°C 5 Minuten Denaturierung der DNA 
2. 95°C 30 Sekunden Denaturierung der DNA 
3. x°C 30 Sekunden Annealing der Primer 
4. 72°C x  Extension 
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5. 72°C 5 bis 10 Minuten Amplifikation aller entstandenen Moleküle 
6. 4°C Pausenmodus  
 
Die Temperatur in Schritt 3. richtete sich nach Länge und Sequenz der Primer und sollte 
etwas unterhalb ihrer Schmelztemperatur liegen. Die Extensionsdauer in Schritt 4. war von 
der Länge des zu amplifizierenden Fragments abhängig. Als Faustregel galt dabei, dass die 
thermostabile DNA-Polymerase innerhalb von 60 Sekunden ein Fragment von ungefähr 1 
Kilobasenpaar-Länge herstellen kann.  
Die Schritte 2-4 wurden 30-35 mal wiederholt, um eine signifikante Menge des DNA-
Fragments zu erhalten. 
Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
x µl DNA (100ng) 
1 µl Primer 1 (20 pmol/µl) 
1 µl Primer 2 (20 pmol/µl) 
1 µl dNTP-Mix (10mM) 
0,5 µl Taq-Polymerase (1U) 
5 µl 10 x PCR-Puffer 
ad 50 µl mit dH2O 
 
 
4.1.10. Klonierung von PCR-Produkten in den Topo Vetoren 
(Invitrogen, nach Angaben des Herstellers) 
4.1.10.1. TopoTA-Cloning: 
PCR-Produkte, die weiter untersucht werden sollten, konnten mit Hilfe des TOPO-TA Cloning-
Systems innerhalb kurzer Zeit in einen Plasmid-Vektor kloniert werden. Als Voraussetzung 
dafür musste bei der PCR eine Taq-Polymerase benutzt werden, die durch ihre terminale 
Transferaseaktivität an den 3'-Enden der PCR-Produkte einen einzelnen A-Überhang erzeugt. 
Der benutzte linearisierte Vektor 'pCRII-TOPO' (Invitrogen) war an seinen Enden mit einem T-
Überhang ausgestattet und lag sozusagen 'aktiviert' vor. Das heißt, seine Enden waren 
zusätzlich mit Topoisomerase I-Molekülen komplexiert, was es erlaubte, die PCR-Produkte 
leicht mit dem Vektor zu ligieren, da die Topoisomeras I supergecoilte DNA schneidet, 
relaxiert und ligiert. Als Selektionsmarker verfügte der TOPO-TA-Vektor über ein lacZ-
Reportergen. Durch den Einbau eines DNA-Fragments in die Multiple Cloning Site (MCS) des 
Vektors wurde das Leseraster des lacZ-Reportergens unterbrochen und es konnte keine β-
Galaktosidase hergestellt werden. Durch das im Medium enthaltene Lactose Analogon X-Gal 
konnten positive, farblose Kolonien einfach identifiziert werden (Blau-Weiß-Test). 
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Zur Klonierung wurden die in der Anleitung des Herstellers angegebenen Mengen wie folgt 
eingesetzt: 
0,5 - 2 µl frisches PCR-Produkt 
0,5 µl pCRII-TOPO-Vektor 
ad 5 µl mit dH2O  
Es wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend TOP10-E.coli-Zellen mit 
2µl transformiert. 
 
4.1.10.2. TopoZeroBlunt Cloning: 
PCR-Produkte, die mittels einer Proofreading-Polymerase erzeugt wurden und nicht über 
einen A-Überhang verfügen, konnten in einen linearisierten pCR II-Blunt-TOPO Vektor kloniert 
werden. Dieser Vektor ist an seinen Enden ebenfalls mit einer Topoisomerase I ausgestattet, 
die eine Bindung zwischen den 5´Enden des PCR-Produktes und dem Vektor vermittelt. Der  
pCR II-Blunt-TOPO Vektor verfügte zur Selektion auf positive Transformanten über das letale 
E.coli Gen ccdB, das an den C-terminus des LacZα-Fragments fusioniert worden war. Die 
Ligation eines blunt-end PCR-Produktes unterbrach die Expression des LacZα-ccdB 
Fusionsgens, so dass nur positive Transformanten nach Ausstrich auf den Platten wachsen 
konnten. Es wurden die vom Hersteller angegebenen Mengen wie folgt eingesetzt: 
0,5 -4µl frisches PCR-Produkt 
1µl Salzlösung 
0,5µl pCRII-Blunt-TOPO 
ad 6µl mit dH2O 
Die Topo-Reaktion wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend TOP10-
E.coli-Zellen mit 2µl des Reaktionsansatzes transformiert. 
 
 
4.1.11. Enzymatische Spaltung von DNA mittels 
Restriktionsendonukleasen 
 
Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische, meist palindromische Nukleotidsequenzen 
und spalten die DNA an einer definierten Position in einer solchen Sequenz. Dadurch 
entstehen 3´Hydroxyl- und 5´Phosphatgruppen. Die Aktivität dieser Enzyme ist so definiert, 
daß eine Einheit (Unit [U]) 1 µg λ-DNA in 1 Stunde bei 37 °C vollständig zerschneidet. Um zu 
berechnen, welche Enzymmenge eingesetzt werden muß, um die eingesetzte DNA 
vollständig enzymatisch zu spalten, kann folgende Formel angewand werden: 
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Benötigte Enzymmenge: 48,5 kb (bp Lambda) x Anzahl der Schnittstellen in der DNA 
(Units/µg DNA)   Größe der DNA (bp) x Anzahl der Schnittstellen in λ-DNA 
 
 
Je Restriktionsansatz (20-50 µl) wurden 0,5-5 µg DNA mit einer entsprechenden Menge 
Restriktionsendonuklease und 1/10 VT 10 × Reaktionspuffer für 1,5 - 2 h bei 37°C im 
Wasserbad inkubiert. 
 
4.1.12. Dephosphorylierung von freien 5´-Enden 
 
Beim Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen entstehen 5´Phosphatenden, die leicht 
mit den 3´Hydroxylenden verestern können, so daß linearisierte Vektormoleküle religieren. 
Um dies zu vermeiden wurde Vektor-DNA vor einer Ligationsreaktion mit alkalischer 
Phosphatase behandelt. Hierbei wird die Esterbindung zwischen der Phosphatgruppe und 
dem C5-Atom des offenen Zuckerphosphatgerüsts gespalten. Somit kann eine 
Phosphodiesterbindung nur noch zwischen dem dephosphorylierten Vektor und dem 
angebotenen DNA-Fragment erfolgen. 
Die Dephosphorylierung wurde nach vollständigem Verdau durch Versetzten des gesamten 
Ansatzes mit 1 U alkalischer Phosphatase und 1/10 VT Reaktionspuffer und einer Inkubation 
für 1 Stunde bei 37 °C durchgeführt. 
 
4.1.13. Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren  
 
Zur Ligation wurden 100-150 ng dephosphorylierte Vektor-DNA zusammen mit einem 3 bis 5 
fachen molaren Überschuß des zu klonierenden DNA-Fragmentes eingesetzt. Zu der DNA 
wurden 1 U T4-DNA-Ligase und 1/10 VT 10 × Ligationspuffer gegeben. Die Ligation erfolgte in 
einem Endvolumen von 20 µl ü.N. bei 16 °C. Der gesamte Ligationsansatz wurde dann für 
eine Transformation (chemisch oder über Elektroporation) eingesetzt. 
 
 
4.1.14. DIG-Markierung von DNA-und RNA-Sonden 
 
4.1.14.1. DIG-Markierung von DNA-Sonden 
 
Es wurden 200 ng DNA (isoliertes Fragment oder Plasmid) auf 15 µl mit destilliertem Wasser 
aufgefüllt und für 10 Minuten im Wasserbad bei 100°C denaturiert. Sofort danach wurde der 
Ansatz in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anzentrifugiert. Anschließend wurden je 2 
= 
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µl Hexanukleotide (Zufallsprimer), DIG DNA Labeling Mix und 1 µl Klenow-Enzym (5 U/µl) 
hinzugefügt und der Ansatz für drei Stunden bei 37°C inkubiert. Je 1 µl verdünnte Sonde (1:10 
bis 1:1000) wurde zur Überprüfung der Markierungseffizienz auf ein Stück Hybond N-
Membran aufgebracht. Nach kurzem Trocknen und Vernetzen der DNA im UV-Crosslinker 
wurde die Nachweisreaktion durchgeführt (s.4.1.14.3.). Eine einsetzende Färbung innerhalb 
von 5 Minuten war charakteristisch für gut markierte Sonden. 
 
4.1.14.2. DIG-Markierung von RNA-Sonden mittels in vitro Transkription 
Um DIG-markierte RNA-Sonden zu erhalten wurden zunächst 5 µg Plasmid-DNA 
stromabwärts der zu transkribierenden Fremd-DNA restriktionsenzymatisch linearisiert. Dabei 
wurden Enzyme verwendet, die entweder Blunt-Enden oder 5´Überhänge generieren. Nach 
dem Fällen wurde die Plasmid-DNA in 20 µl H2O aufgenommen. Zur in vitro Transkription 
wurde 1 µg dieser DNA mit 2 µl DIG RNA-Labeling Mix (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM 
GTP, 6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-UTP), 2 µl 10 × Transkriptionspuffer, 1 µl RNasin (20U/µl) 
und 1 µl T3- oder T7-Polymerase in 20 µl Gesamtvolumen für 2 h bei 37 °C inkubiert. 
 
 
4.1.14.3. Spot-Test DIG-markierter Sonden (nach Roche) 
  
Der Spot-Test dient der Abschätzung der Qualität DIG-markierter Sonden. Hierzu wurden 
1:10, 1:100 und 1:1000 Verdünnungen des Markierungsansatzes hergestellt, jeweils 1 µl 
dieser Verdünnungen auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) gespottet und durch 
UV-Bestrahlung kovalent vernetzt. Nach dem Äquilibrieren der Membran in DIG1-Puffer (1 
min) wurde sie für 30 min in DIG2-Puffer geblockt. Dann wurde die Membran für 30 min in 
anti-DIG-Antikörperlösung (1:5000 in DIG2) inkubiert und 2 mal für 15 min in DIG1-Puffer 
gewaschen. Nach dem Äquilibrieren für 2 min in DIG3-Puffer wurde mit 1 ml Färbepuffer (4,5 
µl NBT + 3,5 µl X-Phosphat/ml DIG3) inkubiert. Eine einsetzende Färbung innerhalb von 5 
Minuten war charakteristisch für gut markierte Sonden, die bis zur weiteren Verwendung bei  
-20°C gelagert werden konnten. 
 
 
4.1.15. RNA-Isolierung aus Gewebe mit Trizol 
 
Zunächst wurden 50-100 mg Drosophila Embryonen oder Larven in einem 
Eppendorfreaktionsgefäß mit 1 ml Trizol versetzt und mit einem kleinen Potter homogenisiert. 
Nach Entfernung des unlöslichen Materials wurde 12 min bei 13 000 UpM und 4°C 
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zentrifugiert, der Überstand in ein frisches Eppendorfreaktionsgefäß überführt und 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform je ml Trizol wurde das 
Gemisch 15 sec heftig geschüttelt und danach 2-3 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Aus erneuter Zentrifugation (12 min, 13 000 UpM, 4°C) resultierte eine Auftrennung des 
Gemischs in drei Phasen. Die obere, wäßrige Phase wurde dann in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt und die RNA durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol je ml Trizol, 
einer 10 minütigen Inkubation bei Raumtemperatur und anschließender Zentrifugation (12 
min, 13 000 UpM, 4°C) gefällt. Nach Waschen der RNA mit 70%igem Ethanol (5 min, 6 000 
UpM, 4°C), wurde die RNA 5-10 min bei Raumtemperatur getrocknet und dann in 20 µl 
RNAse-freiem Wasser aufgenommen. 
 
 
4.1.16. Reverse Transkriptions (RT) – PCR 
 
(One-Step-RT-PCR-Kit, Quiagen) 
Eine RT-PCR wird angewendet, um Transkripte zunächst durch reverse Transkription in 
cDNA umzuwandeln und anschließend zu amplifizieren. Die RT-PCR wurde nach Angaben 
des Herstellers durchgeführt. 
Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
3,15 µl RNase-freies Wasser 
4 µl 5 x RT-PCR-Reaktionspuffer 
0,8 µl dNTPs (10mM jeweils) 
3 µl Primer X (10pmol) 
3 µl Primer Y (10pmol) 
4 µl 5 x Q-Solution 
0,8 µl Enzym-Mix 
0,25 µl RNase Inhibitor 
1 µl mRNA (100-500 ng/µl) 
 
Folgendes Programm wurde für die RT-PCR genutzt: 
1. 30 min  50°C    Reverse Transkription 
2. 15 min  95°C    Aktivierung der HotStarTaq-DNA-Polymerase 
3. 30 sek  94°C    PCR 
4. 30 sek  X °C 
5. 30-60 sek 72°C 
6. 10 min   72°C 
 
METHODEN 43 
 
Die Schritte 3-5 wurden, wie bei einer gewöhnlichen PCR, in 30-35 Zyklen wiederholt. Es 
wurden 10 µl des PCR-Produktes auf einem Agarosegel analysiert. 
 
 
 
4.2. Arbeiten mit Drosophila melanogaster 
Maisgriesagar 60 % Maisgries 
7,15 % Fruktose 
1,2 % Trockenhefe 
0,14 % Nipagin 
0,6 % Propionsäure 
0,7 % Agar. 
 
Die Zucht der Fliegen erfolgte in Plastikröhrchen mit einem Durchmesser von 3,5 cm, die mit 
einem Ceaprenstopfen verschlossen wurden. Die Plastikröhrchen waren zu einem Drittel mit 
dem oben beschriebenen Zuchtmedium gefüllt, welches als Futter für die Larven diente. Als 
Nahrung für die adulten Fliegen wurde etwas Trockenhefe auf das Futtermedium gegeben. 
Die Stammhaltung der Fliegen erfolgte in Klimakammern mit einer Temperatur von 18°C bis 
25°C. Die Fliegen wurden alle 2-3 Wochen auf neue Röhrchen gesetzt. Sollte eine 
Fliegenlinie zu Experimentierzwecken stärker vermehrt werden, wurde die Frequenz der 
Umsetzung auf frische Plastikröhrchen erhöht. 
Beim Ansetzen von Kreuzungsexperimenten bzw. der Auswahl bestimmter Individuen für 
Nachzuchten wurden die Fliegen mit Kohlendioxid (CO2) betäubt. 
 
 
4.2.1. Sammeln von Fliegen-Embryonen 
 
Fruchtsaftagar   25 % Fruchtsaft 
   1,25 % Saccharose 
   2,5 % Trockenhefe 
   0,2 % Nipagin 
   2,7 % Agar 
 
Zur Eiablage wurden die Fliegen auf mit Fruchtsaftagar gefüllte kleine Petrischalen 
(Durchmesser 5 cm) bzw. kleine Zuchtröhrchen gesetzt, deren Oberfläche mit einer 
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Spatelspitze Hefe bestrichen wurde. Nach gewünschter Ablagezeit wurden die Fruchtsaftagar-
Schälchen, bzw. Zuchtröhrchen gegen frische ausgewechselt. 
 
 
4.2.2. Fixierung von Fliegen-Embryonen 
 
Die Drosophila-Embryonen wurden mit einer 0,7%igen NaCl-Lösung (mit 0,01 % Triton X-100) 
mit einem Pinsel von den Fruchtsaft-Ablageschalen, bzw. Zuchtröhrchen abgelöst, in ein 
Netzchen überführt und mehrmals mit der NaCl-Lösung gespült. Zur Dechorionisierung 
wurden die Embryonen für drei Minuten in eine 1:1 Mischung aus Klorix und Leitungswasser 
getaucht, wobei das Netzchen ständig bewegt wurde. Eine glänzend erscheinende 
Oberfläche der Embryonen deutete dabei auf eine ausreichende Dechorionisierung hin. Dann 
musste diese Reaktion durch 0,7%iger NaCl-Lösung rasch zum Stoppen gebracht werden.  
Die Wahl der anschließenden Fixiermethode hing von dem Antikörper ab, der für die 
Immunhistochemische-, bzw. Immunfluoreszenzfärbung eingesetzt werden sollte. 
 
4.2.2.1. Fixierung mit Paraformaldehyd: 
Die dechorionisierten Embryonen wurden mit einem Pinsel in ein Eppendorfreaktionsgefäß mit 
500 µl Heptan und 500 µl einer Fixierlösung (4 % Paraformaldehyd in PBT; PBT mit pH 7,4) 
transferiert und für 20 Minuten leicht schüttelnd inkubiert. Die Embryonen sammelten sich an 
der Phasengrenze und/oder hafteten in Blasen aneinander in der wässrigen Phase. Um die 
Embryonen zu trennen und um das restliche Paraformaldehyd zu entfernen, musste 
mehrmals mit Heptan gewaschen werden. Dann wurde die gesamte Lösung entfernt. 
 
4.2.2.2. Hitzefixierung: 
Das Netzchen mit den dechorionisierten Embryonen wurde für möglichst exakt 10 Sekunden 
in kochendheißes PBT gehalten und anschließend direkt in eiskaltes PBT überführt. Die 
Embryonen wurden dann mit einem Pinsel in ein Eppendorfreaktionsgefäß transferiert. 
 
Nach der Fixierung erfolgte die Entfernung der Vitellinmembran. Dazu wurden zu den 
Embryonen 500µl Heptan und 500µl Methanol hinzugegeben und 30 Sekunden auf dem 
Vortexer heftig durchmischt. Das Eppendorfreaktionsgefäß wurde dann stehen gelassen, bis  
die Embryonen vollständig nach unten gesunken waren. Die Lösung aus dem Überstand 
wurde entfernt und durch 500µl Methanol ausgetauscht, in welchem die Embryonen bei 4°C 
über einen längeren Zeitraum gelagert werden konnten.  
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Für einige Antikörperfärbungen wurde ganz auf eine der oben genannten Fixiermethoden 
verzichtet und nach der Dechorionisierung mit der Devitellinisierung fortgefahren. 
 
 
4.2.3. Präparation von dritten Larvenstadien 
 
Für Antikörperfärbungen an Muskeln und Därmen dritter Larvenstadien von Drosophila 
mussten die Larven zunächst durch einen Hitzeschock (10 sek, 100°C) immobilisiert werden. 
Danach wurden die Larven entweder direkt präpariert oder in Methanol gelagert. Die 
Präparation erfolgte in einem Tropfen PBT auf einem Objektträger. Die Larve wurde mit der 
dorsalen Seite nach oben hin ausgerichtet und von hinten nach vorne vorsichtig mit zwei 
feinen Pinzetten möglichst mittig aufgezupft. Dann wurde vorsichtig der Darm entfernt und die 
Larvenhülle mit den angehefteten Muskeln vorsichtig von Fettkörper und störenden 
Gewebeteilen befreit. Die Larvenhüllen und –därme wurden 2-3 mal in PBT gewaschen bevor 
sie mit dem Erstantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert wurden. Die anschließende Färbung, 
immunhistochemisch oder immunoflureszent, erfolgte wie bei Antikörperfärbungen an 
Embryonen.  
 
 
4.2.4. P-Element-Keimbahntransformation 
(Rubin und Spradling, 1982; Spradling und Rubin, 1982) 
 
4.2.4.1. Vorbereitung der Embryonen 
3-5 Tage nach dem Schlüpfen wurden 200-300 white-Fliegen in Ablagegefäßen bei 18 °C 
gehalten die mit einer Fruchtsaftagar-Schalen verschlossen wurden. Die Fruchtsaftagar-
Schalen wurden alle 30 Minuten gewechselt und die darauf befindlichen Embryonen sofort mit 
einem Pinsel in ein feinmaschiges Metallsieb überführt. Anschließend wurden die Embryonen 
dechorionisiert. Die dechorionisierten Embryonen wurden mit einem Pinsel auf einen 
rechteckigen Apfelsaftagar-Block überführt und mit Hilfe einer Präpariernadel mit dem 
anterioren Pol zur Blockkante hin ausgerichtet. Nun wurde ein mit Klebstoff (Klebstoff von 10 
cm Tesa-Packband in Heptan gelöst) bestrichenes Deckgläschen leicht auf die Embryonen 
gedrückt, so daß diese auf dem Deckgläschen fixiert wurden. Um den Innendruck der 
Embryonen für die nachfolgenden Injektionen zu verringern, wurden die Embryonen 8-12 
Minuten im Exikator über Kieselgel getrocknet. Um weiteres Austrocknen zu verhindern, 
wurden die Embryonen nun mit Voltalef-Öl überschichtet. 
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4.2.4.2. Mikroinjektion 
Injektionspuffer:     1mM NaHPO4 (pH 7,4) 
  50mM KCl 
 
Die für die Mikroinjektion benötigte Injektionsnadel wurde aus einer Borosilikat-Glaskapillare 
(∅ 1,2 mm) mit Innenfilament hergestellt, die in einem Kapillarziehgerät manuell ausgezogen 
wurde. Die Injektionsnadel wurde dann mit dem Injektionsansatz befüllt, der sich wie folgt 
zusammensetzt: 
 
Injektionsansatz:  0,5µg/µl DNA  
  0,5µg/µl Injektionspuffer 
  0,5µg/µl Helferplasmid pπ25.7wc 
  
Vor dem Einfüllen in die Kapillare wurde der Injektionsansatz zentrifugiert (13000 UpM, 30 
min, 4 °C) um störende Schwebeteilchen zu sedimentieren. Die befüllte Kapillare wurde mit 
dem Drucksystem der Mikroinjektionsapparatur verbunden und am Mikromanipulator 
befestigt. Unter dem Mikroskop (200 fache Vergrößerung) wurde die Kapillare am 
Deckgläschen abgebrochen, um sie zu öffnen. Dann wurde die Kapillare in den posterioren 
Pol des Embryos eingeführt und die DNA-Lösung injiziert. Embryonen, bei denen schon die 
Polzellen erkennbar waren, wurden durch seitliches aufreißen mit der Injektionsnadel 
abgetötet, da bei diesen keine Transformation der Keimbahn mehr möglich ist. Nachdem alle 
Embryonen injiziert wurden, wurde das Deckgläschen wiederum mit Voltalef-Öl beschichtet, in 
eine feuchte Petri-Schale mit Apfelsaftagar überführt und bei 25 °C bis zum Schlüpfen der 
Larven inkubiert. Die Larven wurden dann mit einer Präpariernadel abgesammelt und in 
Fliegenflaschen mit Zuchtmedium überführt. Diese wurden dann bis zum Schlüpfen der 
adulten Fliegen bei 25 °C inkubiert. 
 
 
4.2.4.3. Selektion transformierter Fliegen 
(Klemenz et al., 1987) 
 
Die injizierten DNA-Konstrukte enthielten unter anderem das white-Gen, welches die 
Selektion transformierter Fliegen aufgrund der resultierenden roten Augenfarbe ermöglicht. Da 
die Insertion der P-Elemente in der Keimbahn der injizierten Embryonen erfolgte, konnte diese 
Selektion erst in der folgenden G1-Generation beobachtet werden. Die injizierten Fliegen (G0-
Generation) wurden direkt nach dem Schlüpfen abgesammelt und in Einzelpaarzuchten mit 
white-Fliegen gekreuzt. In den Nachkommen dieser Kreuzungen konnten die transformierten 
Individuen durch die orange bis rote Augenfarbe erkannt werden. Diese wurden nun 
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wiederum einzeln mit white-Fliegen gekreuzt. Um Mehrfachinsertionen zu eliminieren, wurden 
darauffolgend 3-5 virginelle, rotäugige Weibchen, in welchen Rekombination durch cross-over 
stattfinden kann, mit white-Männchen gekreuzt. Dies wurde mindestens 3 mal wiederholt. 
Anschließend wurden die heterozygoten Tiere untereinander weitergekreuzt. Homozygote 
Tiere konnten anhand der dunkleren Augenfarbe erkannt werden und wurden zur Etablierung 
stabiler Linien weitergezüchtet. 
 
 
4.2.5. Das UAS-Gal4 System 
(Brand und Perrimon, 1993) 
 
Das UAS-GAL4 System ermöglicht die zeit- und gewebespezifische Expression von 
Genprodukten in Drosophila. Dieses System beruht darauf, daß die Expression des 
Hefetranskriptionsfaktors GAL4 unter die Kontrolle eines Promotors gestellt wird, welcher in 
den gewünschten Geweben zur gewünschten Zeit aktiv ist. GAL4 seinerseits aktiviert die 
Expression von Transgenen, die unter der Kontrolle des GAL4-responsiven UAS-
Promotorelements (upstream activating sequence) stehen. Sowohl das GAL4- als auch das 
UAS-Konstrukt liegen in unterschiedlichen transgenen Fliegenstämmen vor. Durch die 
Kreuzung der beiden Linien werden sie in einem Embryo kombiniert und der Effekt der 
ektopischen Expression kann in den Nachkommen der Kreuzung beobachtet werden (siehe 
Abb.4.1.) 
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Abb. 4.1: Das UAS-GAL4-System. Für eine zeit- und gewebespezifische Expression von Genen 
werden zwei Fliegenlinien miteinander gekreuzt, die unterschiedliche Konstrukte tragen. Die eine 
Fliegenlinie trägt den Hefe-Transkriptionsfaktor GAL4 unter der Kontrolle eines gewebespezifischen, 
genomischen Enhancers. Die zweite Fliegenlinie trägt das zu exprimierende Gen X unter der Kontrolle 
des GAL4 responsiven UAS-Promotors. In den Zellen, in denen GAL4 exprimiert wird, kann dieses über 
die UAS-Sequenz die Transkription des Gens X aktivieren (Abb. aus: Brand und Perrimon, 1993). 
 
 
 
4.3. Histologische Methoden 
4.3.1. Immunhistochemische Färbung nach der ABC-Methode 
(Lawrence und Johnston, 1989) 
 
 
Die immunhistochemischen Färbungen wurden unter Verwendung der ABC-Methode 
(Vectastain ABC Kit Elite PK-6100 Standard) durchgeführt. Hierbei wird zunächst ein an das 
Antigen gebundener, unmarkierter Erst-Antikörper von einem biotinylierten Zweit-Antikörper 
erkannt und gebunden. Die zusätzliche Anlagerung eines Komplexes aus Avidin und 
biotinylierter Meerrettich-peroxidase an Biotin-Moleküle des Zweit-Antikörpers über noch freie 
Biotin-Bindestellen des Avidins des Komplexes bewirkt eine verstärkte enzymatische 
Reaktion. Die Farbreaktion wird durch Zugabe des Substrates Wasserstoffperoxid gestartet, 
wobei das Chromogen Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) zu einem braunen Farbstoff 
oxidiert wird. Die Zugabe von Nickelchlorid verstärkt die Färbung, der Farbstoff wird schwarz. 
Nach dem Entfernen des Methanols von den fixierten Embryonen oder präparierten Larven 
wurden diese zur Rehydrierung mit 1 ml PBT auf dem 3D-Schüttler gewaschen (einmal kurz, 
2 x 20 Minuten). Das PBT wurde entfernt, durch 200-500µl mit PBT verdünntem Erst-
Antikörper ersetzt und bei 4 °C über Nacht auf einem 3-D-Schüttler inkubiert. Am nächsten 
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Tag wurde mit PBT gewaschen (einmal kurz, 3 x 20 Minuten), um ungebundenen Erst-
Antikörper zu entfernen. Parallel dazu wurden fixierte Wildtypembryonen (Dummies; 0–20 
Stunden) ebenfalls rehydriert und zur Blockierung unspezifischer Bindungen, für eine halbe 
Stunde mit 2 % Ziegenserum  und einer 1:200 Zweit-Antikörperverdünnung inkubiert.  Die zu 
färbenden Embryonen wurden ebenfalls zur Blockierung unspezifischer Bindungen für eine 
halbe Stunde mit 500 µl PBT und 2 % Ziegenserum präinkubiert. Danach wurde der 
Überstand von den Embryonen abgezogen und gegen eine 1:5 Verdünnung des 
präinkubierten Zweit-Antikörpers ausgetauscht. Mit dem Zweit-Antikörper wurde erneut 1/2 
Stunde inkubiert. Dann wurde drei mal 10 Minuten mit PBT gewaschen. Während dieser Zeit 
wurde der Komplex aus Avidin und Peroxidase angesetzt und für 30 Minuten ruhend inkubiert 
(10µl Lösung A (Avidin) und 10µl Lösung B (biotinylierte Meerrettichperoxidase) in 0,5 ml PBT 
je Ansatz). Dieser Komplex wurde dann auf die Embryonen gegeben und für 30 Minuten auf 
dem 3D-Schüttler inkubiert. Anschließend wurde der Komplex abgezogen und die Embryonen 
für 3 x 10 Minuten mit PBT gewaschen. Dann wurden die Embryonen mit 600 µl PBT in ein 
silikonisiertes Blockschälchen überführt und 10 µl DAB (10 mg/ml) sowie 1,5 µl 10%iges 
Nickelchlorid hinzugefügt. Die Färbereaktion wurde durch Zugabe von 5 µl H2O2 (0,3 %) 
gestartet. Beendet wurde die Färbung durch mehrmaliges Waschen mit PBT, sämtliche DAB-
Abfälle wurden in Klorix-Haushaltsreiniger gegeben. Zur Herstellung von Dauerpräparaten 
wurden die gefärbten Embryonen mehrmals in absolutem Ethanol (hier Lagerung bei 4 °C 
möglich) gewaschen und in Epon (s.4.3.4.) eingebettet. 
 
 
4.3.2. Immunofluoreszenzfärbungen 
 
Die Embryonen wurden wie unter 4.2.2. beschrieben fixiert und nach Rehydrierung in PBT 
ü.N. mit dem Erstantikörper bei 4 °C inkubiert. Dann wurde in 5 % Ziegenserum für eine halbe 
Stunde geblockt und anschließend der Zweitantikörper zugegeben. Bei Antikörpern, die eine 
starke Färbung zeigten, wurde ein direkt Fluoreszenz gekoppelter Zweitantikörper verwendet. 
Die Embryonen wurden mit diesem für 2 Stunden bei RT inkubiert und anschließend nach 
mehrmaligem waschen mit PBT in Fluromount G eingebettet. 
Bei Antikörpern, die nach Inkubation mit einem direkt Fluoreszenz gekoppelten 
Zweitantikörpern nur eine schwache Färbung gezeigt hatten, wurde in mit dem TSA-System 
verstärkt. Hierzu wurden Die Embryonen  zunächst mit einem biotinylierten Zweitantikörper für 
2 Stunden inkubiert und nach mehrfachem Waschen (4 × 10 min) für 1 Stunde mit 500 µl 
vorinkubierter AB-Lösung versetzt. Nach wiederholtem Waschen (4 × 10 min) wurde das TSA-
Gemisch zugegeben (0,5-2 µl Fluorescein in 100 µl „Amplification diluent“) und die 
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Embryonen 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem 3D-Schüttler inkubiert. Anschließend 
wurde wiederum mehrfach gewaschen und in Fluromount G eingebettet. 
 
 
4.3.3. In situ Hybridisierungen an Drosophila-Embryonen 
(nach Tautz und Pfeiffle, 1989)  
 
Hybridisierungslösung (HS): 50 ml Formamid 
 25 ml 20 x SSC 
 0,1 ml Heparin (50 mg/ml) 
 1 ml Tween 20, 10 % 
 mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffüllen 
 
10 x DIG 1-Puffer: 1 M Tris/HCl 
 1,5 M NaCl 
 pH 7,5; Arbeitslösung = 1 x DIG 1-Puffer 
 
 
 
DIG 2-Puffer: DIG 1-Puffer 
 1 % Blocking Reagenz (w/v) 
 für eine Stunde bei 70 °C erhitzen 
 
DIG 3-Puffer: 100 mM Tris/HCl 
 100 mM NaCl 
 50 mM MgCl2 
 pH 9,5 
 
Für die in situ-Hybridisierungen wurden mit Paraformaldehyd fixierte Embryonen eingesetzt, 
die 
nach Abnahme des Methanols 3 mal 10 Minuten mit PBT auf dem 3D-Schüttler gewaschen 
wurden. Danach erfolgte eine Behandlung mit Proteinase K (50 µg/ml Proteinase K 
Endkonzentration in PBT). Hierzu wurde das PBT von den Embryonen abgenommen und 
durch 995 µl frisches PBT ersetzt. Nach Zugabe von 5 µl Proteinase K (2,5 mg/ml) wurde das 
Reaktionsgefäß mit den Embryonen für 60 Sekunden mit der Hand rotiert. Nachdem die 
Embryonen für höchstens 30 Sekunden abgesunken waren, wurde der Überstand sofort 
verworfen und es wurden 100 µl Glycin-Lösung (20 mg/ml) und 900 µl PBT hinzugegeben. 
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Nach 3minütiger Inkubation auf dem 3D-Schüttler wurde der Überstand verworfen und es 
wurde mehrmals mit  1 ml PBT (einmal kurz, zweimal fünf Minuten) gewaschen. Dann wurde 
20 Minuten in Paraformaldehyd (4 % Paraformaldehyd in PBT) refixiert und fünfmal 10 
Minuten in PBT gewaschen. Anschließend erfolgte eine Inkubation für zehn Minuten in 1 ml 
PBT/HS (1:1), dann für zehn Minuten in 1 ml HS. Nach einem Wechsel der HS wurde zur 
Anpassung an die beabsichtigte Hybridisierungstemperatur eine Stunde bei 45°C im 
Heizblock vorinkubiert. Nach 45 Minuten wurden 4 µl DIG-markierter Sonden-DNA (20 ng) mit 
100 µl HS vermengt, für 15 Minuten aufgekocht und die denaturierte Sonden-DNA unmittelbar 
danach zu den Embryonen gegeben, von denen zuvor der Überstand entfernt wurde. Nach 
vorsichtigem, Luftblasen vermeidenden Vermischen der Sonden-DNA mit den Embryonen 
wurde über Nacht bei 45-50°C im Heizblock inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Überstand 
entfernt und die Embryonen eine Stunde mit 1 ml vorgewärmter HS gewaschen, wobei die 
HS-Lösung mindestens viermal ausgetauscht wurde. Dann wurden 500 µl vorgewärmte HS 
und 500 µl PBT hinzugegeben und 20 Minuten gewaschen. Es schlossen sich fünf weitere 
Waschschritte je 10 Minuten mit 1 ml PBT bei Raumtemperatur an. Währenddessen wurde 
der anti-DIG-Antikörper (Fab-Fragment) in einer 1:50 Verdünnung zum Absättigen 
unspezifischer Bindungen an fixierten Wildtypembryonen (Dummies), die zuvor dreimal 20 
Minuten in PBT gewaschen wurden, für 1 Stunde vorinkubiert. Die Inkubation der Embryonen 
mit dem anti-DIG-Antikörper erfolgte ebenfalls eine Stunde lang mit einer Antikörper-
Endkonzentration von 1:2000 in PBT. Nach zweimaligem Waschen in 1 ml PBT (jeweils 10 
Minuten) wurden die Embryonen in Vorbereitung auf die Färbereaktion zweimal zehn Minuten 
mit DIG3 äquilibriert. Anschließend wurden sie mit Hilfe einer abgeschnittenen blauen 
Eppendorfspitze in ein silikonisiertes Blockschälchen überführt. Die Farbreaktion wurde durch 
Zugabe von 3,5 µl NBT und 3,5 µl X-Phosphat gestartet. Die Blockschälchen wurden im 
Dunkeln aufbewahrt und die Farbentwicklung zwischenzeitlich unter dem Binokular 
kontrolliert. Hatte die Färbung eine ausreichende Intensität erreicht, wurde die Reaktion durch 
Waschen mit PBT gestoppt. Die Embryonen wurden dann durch dreimaliges Waschen mit 
96%igem Ethanol entwässert und in Epon eingebettet. 
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4.3.4. Herstellung von Epon-Dauerpräparaten 
 
Die Einbettung von Embryonen aus Antikörperfärbungen und in situ-Hybridisierungen zur 
Anfertigung von Dauerpräparaten erfolgte in: 
 
Epon: 51,5 % Epon 812 (w/v) 
 28 % Epon Härter DDSA (w/v) 
 19 % Epon Härter MNA (w/v) 
 1,5 % Eponbeschleuniger DMP 30 (w/v) 
 
Dazu wurden in absolutem Ethanol gelagerte Embryonen in einen Tropfen Epon transferiert, 
der auf einen Objektträger aufgebracht wurde. Nach gleichmäßiger Verteilung der Embryonen 
wurde luftblasenfrei ein Deckglas aufgelegt und das Präparat zur Aushärtung des Epons zwei 
Tage bei 60 °C gelagert. Danach war die Analyse im Lichtmikroskop möglich. 
 
 
4.4. Methoden des Hefe Two Hybrid Systems 
Die Arbeiten im Rahmen des MATCHMAKER LexA Two-Hybrid Systems erfolgten nach den 
Angaben des Herstellers CLONTECH.  
Das Prinzip des Hefe Two Hybrid Screens basiert dabei auf der modularen Wirkungsweise 
von Transkriptionsfaktoren, die aus zwei physikalisch trennbaren und unabhängig 
funktionsfähigen Domänen bestehen. Diese sind zum einen die DNA-Bindedomäne, die an 
eine spezifische Promoter-Sequenz bindet und zum anderen die Aktivierungsdomäne, die den 
basalen Transkriptionsapparat zur Transkription des stromabwärts liegenden Gens veranlasst. 
In der nativen Situation sind beide Domänen Bestandteile des gleichen Proteins. Im Hefe Two 
Hybrid System dagegen entsteht ein funktionsfähiger Transkriptionsfaktor nur durch eine 
direkte Interaktion des ‚Köder’-Proteins, fusioniert an die DNA-Bindedomäne, mit einem 
‚Beute’-Protein, das auch von einem von einer cDNA aus einer cDNA-Bank kodiert sein kann,  
fusioniert an die Aktivierungsdomäne. Das Beute-Protein kann dabei ein bekanntes, zu 
testendes Protein sein oder durch eine cDNA-Bank repräsentiert werden.   
Bei dem in der Diplomarbeit für den Screen verwendeten System, welches auch für weitere 
Interaktionstests im Rahmen dieser Doktorarbeit eingesetzt wurde, handelt es sich um das 
MATCHMAKER LexA Two Hybrid System. In diesem System wird die DNA-Bindedomäne von 
dem prokaryotischen Protein LexA bereitgestellt, das an die Sequenz des LexA Operators 
bindet. Die Aktivierungsdomäne besteht aus einem 88 Aminosäuren großen Peptid, das 
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speziell in Hefe die Transkription aktiviert. Als Reportergen wird hier das lacZ-Gen verwendet, 
so dass durch Zugabe des Substrates X-Gal zum Kulturmedium der Hefeplatten eine β-
Galaktosidase-Aktivität direkt nachgewiesen werden kann. 
 
 
4.4.1. Kultivierung und Stammhaltung von Hefe (Saccharomyces 
cerevisiae) 
 
a) Die dauerhafte Lagerung der Hefe-Stämme erfolgte als Flüssigkultur in 25 % Glycerin bei –
80°C.  
 
b) Zur Gewinnung einzelner Hefekolonien wurde von einem Glycerin-Stock mittels einer 
sterilisierten Impföse auf Agarplatten mit Hefe-Vollmedium (YEPD) ein Verdünnungsausstrich 
gemacht und die Platten bei 30°C inkubiert, bis Kolonien mit einem Durchmesser von 2-3 
Millimetern gewachsen waren (2-4 Tage). Diese Platten konnten dann, mit Parafilm 
abgedichtet und bei 4°C gelagert,  bis zu vier Wochen als Arbeitsstock verwendet werden. 
 
c) Zur Anzucht von über-Nacht-Flüssigkulturen wurden 1-2 Kolonien mit einer sterilisierten 
Impföse von der Arbeitsstock-Platte in ein Reagenzglas mit 1 ml SD-Minimalmedium 
transferiert. Zur Dispersion der Hefezellen wurde sorgfältig gevortext. Die Lösung wurde dann 
in ein größeres Volumen Minimalmedium überführt und dann bei 30°C schüttelnd bei 230 
UpM über Nacht inkubiert. Somit konnte am nächste Tag eine stationäre Phase mit einer 
optischen Dichte von OD600 > 1,5 erreicht werden. Wurden Hefekulturen in der exponentiellen 
Phase benötigt, musste frisches Medium mit der erforderlichen Menge Übernachtkultur 
angeimpft werden, um eine OD600 von 0,2-0,3 zu erhalten. Nach einer 3-4stündigen 
Inkubation, schüttelnd bei 30°C, sollte eine OD600 von 0,4-0,6 und somit die exponentielle 
Phase erreicht sein. 
 
 
4.4.2. Wachstumsselektion auf Transformationsmarker und 
Reportergen-Expression 
 
Die verwendeten Hefe-Klonierungsvektoren trugen einen Auxotrophiemarker (z.B. HIS3). 
Dadurch war es möglich, durch Ausplattierung auf Agar-Platten mit SD-Minimalmedium, das 
den entsprechenden Nährstoff (z.B. Histidin) nicht enthielt, auf Hefe-Transformanten  
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selektionieren zu können. Ebenso war es möglich, auf die Expression des Reportergens 
(LEU2) nach erfolgreicher Interaktion zu selektionieren. 
 
 
4.4.3. Herstellung von Agarplatten zur Selektion 
 
Zur Selektion auf Transformanten mit den verschiedenen Plasmiden mussten entsprechende 
Selektionsplatten hergestellt werden.  
Als Grundrezept für die verschiedenen Platten galt bei Herstellung eines Liters: 
0, 5 % (w/v) Hefe Stickstoff Grundlage ohne Aminosäuren 
0,17 % (w/v) Ammoniumsulfat 
2 % (w/v) Agar 
850 ml H2O 
Je nachdem auf welches Plasmid selektioniert werden sollte, wurden noch 100 ml einer 10 x 
Aminosäure-Dropout-Lösung, der die Aminosäure fehlte, die auf dem Plasmid kodiert war, 
zugegeben. Sollte auf mehrere Plasmide gleichzeitig selektioniert werden, wurde eine 
Dropout-Lösung zugegeben, der die entsprechenden Aminosäuren fehlten. Außerdem zu 
beachten war die Wahl der Kohlenstoff-Quelle. Für Transformationen und Ko-
Transformationen wurde Glukose (2% Endkonzentration) zugegeben. Für Induktionsplatten 
wurden Galaktose (2% Endkonzentration) und Raffinose (1% Endkonzentration) als 
Kohlenstoff-Quelle hinzugegeben. Das Fehlen von Leucin wurde im Induktionsmedium als 
weitere Wachstumskontrolle verwendet. Der Hefestamm EGY 48 besitzt einen genomisch 
kodierten Auxotrophiemarker Leucin, der der Promoterregion des LexA Operons unterliegt 
und nur bei Interaktion der Fusionsproteine aktiviert wird.  
 
 
4.4.4. Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA 
(Ausubel et al., 1994) 
 
Zur effizienten Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA, wurde die Lithiumacetat-
vermittelte Methode gewählt. 
Dazu wurde eine über-Nacht-Flüssigkultur in einem Volumen von 50 ml angeimpft. Am 
nächsten Tag wurden zur Erreichung der exponentiellen Phase 300 ml Vollmedium (YEPD) 
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mit dieser über-Nacht-Kultur auf eine OD600 von 0,2-0,4 gebracht (siehe 4.4.1. c). Nach 
Erreichen der exponentiellen Phase wurden die Hefezellen auf 50 ml-Falconröhrchen verteilt 
und für 5 Minuten bei 1000 Upm und Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach Abnahme des 
Überstandes wurden die sedimentierten Zellen in ca. 5 ml 1xTE-Puffer resuspendiert und 
dann in einem Falconröhrchen vereint. Dann wurde erneut 5 Minuten bei 1 000 UpM und 
Raumtemperatur zentrifugiert und das Zellsediment in 1,5 ml 1xTE/Lithiumacetat 
resuspendiert, womit eine Transformationskompetenz der Hefezellen erzielt wurde. In einem 
1,5-ml Reaktionsgefäß wurden nun 100 ng der jeweiligen Plasmid-DNA und 100 µg  Carrier-
DNA (aus Lachssperma mit 10 mg/ml), die zuvor 10 Minuten im 100°C Wasserbad denaturiert 
worden war, gemischt und mit 100 µl kompetenter Hefezellen versetzt.  Nach Zugabe von 600 
µl frisch hergestellter PEG/Lithiumacetat-Lösung, wurde für 30 Minuten bei 30°C schüttelnd 
inkubiert. Anschließend wurden 70 µl Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben und durch 
vorsichtiges Kippen des Reaktionsgefäßes vermischt. Durch den nachfolgenden Hitzeschock 
für 5 Minuten bei 42°C wurde die DNA in die Hefezellen aufgenommen, bevor für 2 Minuten 
auf Eis abgekühlt wurde. Die transformierten Hefezellen wurden dann kurz bei 13 000 UpM 
anzentrifugiert und nach Dekantierung des Überstandes in 500 µl 1xTE resuspendiert. Je 
nachdem mit welcher Plasmid-DNA (pGilda oder pB42AD) transformiert worden war, wurden 
100 µl der transformierten Hefezellen auf  den entsprechenden Agarplatten ausplattiert und 
für 3 Tage bei 30°C inkubiert. 
 
 
4.4.5. Test der Ko-Transformanten auf Interaktion 
 
Im Falle einer Interaktion sollte ein Fusionsprotein mit Aktivierungsdomäne (codiert vom 
pB42AD-Vektor) mit einem Fusionsprotein mit DNA-Bindedomäne (codiert vom pGilda-Vektor)  
einen funktionstüchtigen Transkriptionsfaktor bilden. Dieser sollte die Transkription der 
Reportergene lacZ, auf dem Reportergen-Vektor p8op-lacZ, und leu2, im Hefegenom, 
aktivieren. Sollte in den Ko-Transformanten die Expression der Fusionsproteine induziert 
werden,  wurden ca. 20 ko-transformierte Hefekolonien mit sterilisierten Zahnstochern von 
den glukosehaltigen Platten auf Induktionsplatten überimpft. Zur Induktion der GAL1-
Promotoren beinhalteten diese Platten Galaktose und Raffinose als Kohlenstoff-Quelle. 
Zusätzlich wurde in die Induktionsplatten X-Gal (80 mg/L) gegeben, um im Falle einer 
Interaktion dem Reportergen-Produkt β-Galaktosidase als Substrat zu dienen. Die Platten 
wurden dann 1-3 Tage bei 30°C inkubiert. Eine Interaktion der beiden Fusionsproteine konnte 
an Hand des Wachstums und an der Blaufärbung identifiziert werden. 
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4.5. Methoden der Zellkultur 
4.5.1. Kultivierung der Drosophila Schneider-Zellen 
 
S2 Zellkulturmedium:    SF9 Insect Express(PAA) 
       10% fötales Kälberserum 
       0,1 mg/ml Penicillin/Streptomycin 
       200mM L-Glutamin 
        
S2R+-Zellen (Yanagawa et al., 1998) wurden in 20 ml S2-Zellkulturmedium in  50 ml 
Kulturflaschen bei 25°C kultiviert. Je nach Grad der Konfluenz wurden die Zellen nach 8-10 
Tagen neu verdünnt und auf eine frische Kulturflasche gegeben. 
 
4.5.2. Transfektion der S2R+-Zellen 
 
4.5.2.1. Vorbereitung der Zellen 
Zur Vorbereitung mussten die Zellen zunächst vereinzelt und auf 24-well Platten überführt 
werden. Dazu wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturflasche abgelöst 
und 5 ml der Zellsuspension  in ein 50 ml Falconröhrchen überführt. Zur Verdünnung wurden 
der Zellsuspension 20 ml S2-Zellkulturmedium hinzugefügt und gut mit den Zellen vermischt. 
Anschließend wurde die Zellzahl mittels einer Zählkammer bestimmt und die Zellen nochmals 
soweit verdünnt, dass eine Anzahl von 3 x 105 Zellen pro ml resultierte. Von dieser 
Zellsuspension wurde 1 ml je Transfektionsansatz auf 24 well-Platten ausgesäht und über 
Nacht bei 25°C inkubiert. 
 
4.5.2.2. Transfektion 
Je Ansatz wurden 0,5 µg der entsprechenden  pUAST-DNA zusammen mit 0,5 µg pUC18-act-
Gal4-DNA eingesetzt. Als Transfektionsreagenz wurden je Ansatz 1,6 µl NanofectinTM (3,2 µl 
je µg zu tranzfizierende DNA) eingesetzt. Die DNA und das Nanofectin wurden jeweils in 
Eppendorfreaktionsgefäßen mit je 50 µl 150mM NaCl gut vermischt, dann zusammengefügt 
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das überstehende Medium 
von den Zellen abgesaugt und je Ansatz 400 µl SDM-/- -Medium hinzugegeben, bevor die 100 
µl DNA-/Nanofectin-Lösung sorgfältig untergemischt wurden. Es erfolgte dann eine Inkubation 
von 2 Tagen bei 25°C.  
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4.5.3. Immunofluoreszenz-Färbung an transfizierten S2R+-Zellen 
 
Zur Vorbereitung für Immunofluoreszensfärbungen mussten die transfizierten S2R+-Zellen auf 
Deckgläschen überführt werden. Dazu wurden zunächst die Deckgläschen in eine frische 
24well-Platte gelegt und mit 200 µl 96%igem absoluten Ethanol für 10 min entfettet. Nachdem 
das Ethanol abgesaugt worden war und die Deckgläschen vollständig getrocknet waren, 
wurden 400 µl ConcanavalinA (0,5% in PBS) für 40 min auf die Deckgläschen gegeben. Nach 
Absaugen des ConcanavalinA wurden die Zellen resuspendiert, auf die Deckgläschen 
gegeben und zum erneuten Anwachsen für 2 Stunden bei 25°C inkubiert. 
Die weiteren Schritte mussten nicht mehr unter sterilen Bedingungen erfolgen.  
Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt und durch 150 µl 4%iger Paraformaldehyd-
Lösung (in PBS) ersetzt. Nach 15 minütiger Fixierung wurde das Paraformaldehyd abgesaugt 
und die Zellen 2 x 5 min mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen durch 2,5 
minütige Inkubation in 200 µl PBS/0,5%Triton-X100 permeabilisiert und wiederum 2 x 5 
Minuten mit PBS gewaschen. Danach wurde für 30 min in 200 µl 3% BSA/PBS geblockt. 
Die Inkubation mit dem primären Antikörper und alle weiteren Färbeschritte erfolgten in einer 
lichtundurchlässigen Färbekammer auf Parafilm. Dazu wurden 30 µl der entsprechenden 
Antikörperverdünnung in einem Tropfen auf Parafilm gegeben und das Deckgläschen mit der 
Zellseite auf diesen Tropfen gelegt und über Nacht bei 4°C oder 2 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden das Deckgläschen zum Waschen für einige 
Sekunden in ein kleines Becherglas mit rührendem PBS gehalten und anschließend für 2 
Stunden in einem Tropfen entsprechender Zweitantikörperverdünnung bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde noch eine Färbung in 1:1000 verdünntem 
Phalloidin, um das Aktinzytoskelett anzufärben, sowie in 1:200 verdünntem DAPI, um das 
Chromatin anzufärben, angeschlossen. Dazwischen wurde jeweils gewaschen. Anschließend 
konnten die Zellen durch Auflegen des Deckgläschens auf einen Tropfen FluoromountG 
eingebettet und nach Erhärten des FluoromounG unter dem Fluoreszenz-Mikroskop analysiert 
werden.  
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5. Ergebnisse 
 
5.1. Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation von 
Rols7 mittels Expression von Rols-Teildomänen 
Das rolling pebbles (rols) Gen kodiert für die beiden Proteine Rols6 und Rols7. Beide 
Isoformen sind charakterisiert durch drei Protein-Interaktionsdomänen, einen RING-Finger, 
neun Ankyrin-Repeats und drei TPR-Repeats. Durch frühere Analysen stellt sich Rols7 als ein 
essentielles Multidomänen-Protein während der Myoblastenfusion dar (Chen und Olson, 
2001; Menon und Chia, 2001, Rau et al., 2001). Dabei vermittelt Rols7 das Fortschreiten des 
Fusionsprozesses vom Precursor-Stadium zur fertigen Myotube, der so genannten zweiten 
Fusionswelle (Rau et al., 2001). In Immunofluoreszenz-Analysen konnte Rols7 an der 
Zellmembran fusionierender Founder- und Precursorzellen nachgewiesen werden. Dort 
kolokalisiert es mit dem Immunoglobulin-Superfamilien (IGSF)-Protein Dumbfounded/Kirre 
(Duf/Kirre) (Menon et al., 2001). Im Folgenden sollte untersucht werden, welche Relevanz der 
Rols7-spezifische Teil und die Protein-Interaktionsdomänen für die Lokalisation von Rols7 
innerhalb der Zelle innehaben. Dazu sollten die entsprechenden Domänen mit Hilfe des UAS-
GAL4-Systems (siehe Kapitel 4.2.5., Brand und Perrimon, 1993) in Embryonen exprimiert 
werden und mittels eines Epitope-tags über Antikörperfärbungen nachgewiesen werden. 
 
 
5.1.1. Generierung der UAS-Myc-Konstrukte 
 
Damit die Rols7-Domänen durch das UAS-GAL4-System exprimiert werden konnten, mussten 
sie in einem entsprechenden P-Element-Vektor vorliegen. Als besonders geeignet dafür hat 
sich der Vektor pUAST (Abb. 5.1.) herausgestellt (Brand und Perrimon, 1993), der von dem 
pCasper-Vektor abgeleitet wurde. Dieser Vektor besitzt fünf GAL4-Bindestellen (upstream 
activating sequence UAS), die nach der Bindung des Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 die 
Transkription der stromabwärts liegenden Sequenz aktivieren. 
Um zu testen, ob der Rols7-spezifische Bereich von 309 Aminosäuren (LL) oder sogar nur die 
ersten 20 Rols7-spezifischen Aminosäuren (KL) für eine Lokalisation an der Membran 
ausreichen, wurden diese Fragmente zunächst in den pUAST Vektor kloniert. Der Nachweis 
der exprimierten Rols7-Domänen sollte über ein Myc-Epitop-tag erfolgen. Dazu wurde dieses 
unter Beachtung des Leserahmens 3’ des LL bzw. KL-Fragmentes kloniert, so dass nach 
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Expression ein Fusionsprotein entsteht, das über eine Antikörperfärbung mit einem Anti-Myc-
Antikörper detektiert werden kann (Abb. 5.2.). (Diese Konstrukte waren von Dr. Detlev 
Buttgereit hergestellt und zur weiteren Nutzung bereitgestellt worden.) 
 
 
 
Abbildung 5.1.: Vektorkarte des P-Element-Vektors pUAST. Der pUAST-Vektor beinhaltet fünf 
tandemartig angeordnete und optimierte GAL4 Bindestellen (UAS, rot), eine hsp70-TATA-Box mit 
Transkriptionsstart (hsp70, hellblau), die multiple cloning site (MCS, grün) mit Restriktionsschnittstellen, 
die nur in der MCS vorhanden sind, einem SV40 Polyadenylierungs-Signal (SV40, gelb) und dem 
white-Gen (white, weiß) als Reporter für die Integration in das Genom. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.2.: Schematische Darstellung der LL/KL-Konstrukte mit einem Myc-tag. Die 309 (LL) 
bzw. 20 ersten (KL) Aminosäuren des Rols7-spezifischen Bereichs (grün) wurden zusammen mit einem 
Myc-tag (pink) unter Beachtung des Leserahmens über die Restriktionsschnittstellen Not I und Xba I in 
den pUAST-Vektor kloniert (Hergestellt von Dr. Detlev Buttgereit). 
 
 
Mit den KL- und LL-Konstrukten wurden mittels Keimbahntransformation transgene 
Flliegenlinien etabliert. Nach Kreuzung mit Treiber (GAL4)-Linien für das gesamte Mesoderm 
(24B-Gal4, Brand und Perrimon, 1993; dmef2-Gal4, M.Taylor, nicht publiziert; twist-GAL4, 
Baylies und Bate, 1996) oder spezifisch für Founderzellen (rP298-GAL4, Chen und Olson, 
2001) konnten die resultierenden Embryonen mittels Anti-Myc-Antikörper 
immunhistochemisch analysiert werden. Um zu überprüfen, ob die Antikörperfärbung generell 
white
5xUAS Hsp7 MCS SV 40 
EcoR I  Bgl II  Not I  Eag I  Xho I  Kpn I  Xba I
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funktionierte, wurde an Embryonen, die aus einer Kreuzung der Fliegenlinie alien-6Myc 
(Simone Lier, Dissertation 2002) und den mesodermalen Treibern resultierten, ebenfalls eine 
Anti-Myc-Antikörperfärbung durchgeführt. Bei Embryonen, die von den KL-Fliegenlinien 
abstammten, konnte für keine Linie ein Treiber-spezifisches Muster detektiert werden (Daten 
nicht gezeigt). Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass das relativ kurze 
Fusionsprotein von 30 Aminosäuren nicht lange genug stabil bleibt, um detektiert werden zu 
können und demnach wahrscheinlich früher abgebaut wird. Bei Embryonen, die von den LL-
Fliegenlinien abstammten, konnten nur mit der Linie LL 2.1b die Treiber-spezifischen 
Expressionsmuster von 24B-GAL4 (Abb. 5.5. A, B), twist-GAL4 (Abb. 5.5. C, D) und rP298-
GAL4 (Abb. 5.5. E, F) nachgewiesen werden. Dabei konnte in Embryonen der Stadien 11 und 
15 keine eindeutige Lokalisation des Fusionsproteins an der Membran festgestellt werden 
(Abb. 5.5. B, D), während in Embryonen in Stadium 17 eine Konzentration des 
Fusionsproteins im oder am Zellkern zu beobachten war (Abb. 5.5. F). Durch 
kreuzungsgenetische Experimente zur Bestimmung des Chromosoms, auf dem das pUAST-
Konstrukt inseriert ist, konnte festgestellt werden, dass bei dieser Linie mehrfache 
Integrationen in das Genom erfolgt waren. 
 
 
Abbildung 5.5.: Expression des LL-Myc-Konstruktes. A und B zeigen einen Embryo in Stadium 12, 
der aus einer 24B-GAL4 x LL2.1b Kreuzung resultierte und bei dem eine Expression des LL-Myc-
Fusionsproteins in einem mesodermalen Muster durch eine Anti-Myc-Antikörperfärbung nachgewiesen 
werden konnte. C und D zeigen Anti-Myc-Antikörperfärbungen an Embryonen in Stadium 15 (twist-
GAL4 x LL2.1b), E und F einen Embryo in Stadium 17 (rP298-GAL4 x LL2.1b). In den Stadien 11 und 
15 (B, D) konnte keine Lokalisation des Fusionsproteins an der Membran festgestellt werden. In 
Stadium 17 (F) ist das Fusionsprotein am oder im Zellkern konzentriert. 
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C D 
E F 
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5.1.2.  Eine Erweiterung der Konstrukte mit Rols7-Protein 
Interaktionsdomänen führt zu nicht-nachweisbaren 
Fusionsproteinen 
 
Um weiterhin festzustellen, ob die Protein-Interaktionsdomänen des Rols7-Proteins eine 
spezifische Lokalisation des Fusionsproteins an der Membran bewirken können, wurden die 
KL- bzw. LL-Konstrukte entsprechend erweitert. Dazu wurden der RING-Finger und die ersten 
drei Ankyrin-Repeats über PCR mittels der Primer StuI-RIFI-I und StuI-RIFI-II (RING-Finger) 
bzw. StuI-ANK-I und StuI-ANK-II (Ankyrin-Repeats) und der cDNA von Rols7 (LDcDNAI, Rau 
et al., 2001) amplifiziert und jeweils in den pCRII-TOPO-Vektor (Invitrogen) ligiert. Über die 
Restriktionsschnittstelle Stu I wurden die Fragmente zunächst in einen KL-bzw. LL-Myc-
Zwischenklon in pBluescript (Stratagene) kloniert, da in pUAST eine Stu I-
Restriktionsschnittstelle außerhalb der MCS vorhanden war. Da die Klonierung über Stu I 
ungerichtet erfolgte, musste zunächst die Orientierung durch eine Sequenzierung überprüft 
werden. Über Not I und Xba I wurde dann das erweiterte Konstrukt aus pBluescript 
ausgeschnitten und anschließend in pUAST ligiert (Abb. 5.4.). 
 
 
 
Abbildung 5.4.: Erweiterung der KL- bzw. LL-Myc-Konstrukte in pUAST. Über die Stu I-
Restriktionsschnittstelle wurden das RING-Finger-Fragment (RIFI) oder ein Fragment, das die ersten 
drei Ankyrin-Repeats (ANK) kodierte unter Beachtung des Leserahmens zuerst in einen KL- oder LL-
Vorklon in pBluescript kloniert und dann die so erhaltenen (KL-ANK, KL-RIFI, LL- ANK und LL-RIFI–
Myc-) Konstrukte  über Not I und Xba I in pUAST ligiert. 
 
 
Mit den erweiterten Konstrukten wurden ebenfalls über Keimbahntransformationen transgene 
Fliegenlinien etabliert und nach Kreuzung mit Treiberlinien die resultierenden Embryonen 
immunhistochemisch analysiert. In den Nachkommen der acht (KL-ANK bzw. RIFI) bzw. 13 
(LL-ANK bzw. RIFI) transgenen Fliegenlinien war allerdings nach Kreuzung mit den 
mesodermalen Treibern in keinem Fall eine Expression der Fusionsproteine festzustellen, 
 
white
5xUAS hsp70 LL/KL SV40 
Not I      
1xMycANK/RIFI
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ERGEBNISSE 62 
 
während die Embryonen, die aus Kreuzungen der alien-6Myc-Linie mit den Treibern 
resultierten, ein treiberspezifisches Expressionsmuster aufwiesen (Daten nicht gezeigt). 
 
 
5.1.3.  Die Erweiterung der Konstrukte auf sechs Myc-tags bzw. 
einem HA-tag führte zu nachweisbaren Fusionsproteinen 
 
Da die Embryonen aus der Kontroll-Linie mit dem alien-6Myc-Konstrukt und den 
mesodermalen Treibern stets das Treiber-spezifische Expressionsmuster zeigten und von den 
KL-bzw. LL-Konstrukten nur eine Linie Embryonen hervorbrachte, bei der das Treiber-
spezifische Expressionsmuster nachzuweisen war, erhob sich der Verdacht, dass ein Myc-tag 
für den Nachweis im allgemeinen nicht ausreichend war. Aus diesem Grund sollten die LL-
Konstrukte auf sechs Myc-tags erweitert werden. Dazu wurden mit Hilfe der Primer StuI-
Myc(6x)-fw und Myc+Stop+XbaI sechs Myc-tags aus dem Vektor pCS+ (Weintraub et al., 
1991), der sechs Myc-tags enthielt, über PCR amplifiziert und in den pCRII-TOPO-Vektor 
ligiert. Da die Xba I-Restriktionsschnittstelle aufgrund der umliegenden Sequenz sensitiv für 
eine Methylierung durch die bakterielle dam-Methylase war und deshalb durch das Xba I-
Restriktionsenzym nicht geschnitten werden konnte, musste das pCRII-TOPO-Vorkonstrukt 
zunächst in den E. coli-Stamm GM2159 dam- (Marinus et al., 1983) transformiert werden, der 
mutant für die dam-Methylase war. Über Stu I und Xba I konnten anschließend die sechs Myc-
tags aus dem pCRII-TOPO ausgeschnitten und in das pBluescript LL-bzw. LL-ANK/RIFI-
Vorkonstrukt ligiert werden. Aus pBluescript wurden dann die vollständigen Konstrukte über 
Not I und Xba I ausgeschnitten und in den pUAST-Vektor kloniert.   
Zum Vergleich wurde außerdem ein HA-tag anstelle der Myc-tags in das Konstrukt eingeführt. 
Das HA-tag, das von 30 Basenpaaren kodiert wurde, lag zuerst in Form zweier 
Oligonukleotide vor (½-StuI-HA-XbaI-fw/-rv), die hybridisiert wurden. Über die 
Restriktionsschnittstellen Stu I und Xba I wurde das HA-tag zuerst in das LL-Vorkonstrukt in 
pBluescript kloniert und dann das gesamte LL-HA-Konstrukt über Not I und Xba I in pUAST 
ligiert. 
Diese Konstrukte wurden für weitere Keimbahntransformationen eingesetzt, aus denen fünf 
(LL-HA), sieben (LL-6Myc), fünf (LL-ANK-6Myc) und sechs (LL-RIFI-6Myc) unabhängige 
transgene Fliegenlinien resultierten. Embryonen aus Kreuzungen dieser Linien mit den 
mesodermalen Treiberlinien zeigen in immunhistochemischen Analysen die Treiber-
spezifischen Expressionsmuster (Abb. 5.5.). Bei genauer Betrachtung und entsprechender 
Vergrößerung ist in allen Ansätzen eine Konzentration des jeweiligen Fusionsproteins im, 
bzw. am Zellkern sichtbar. Dies konnte in frühen Embryonen entweder nicht gut 
nachgewiesen werden oder das Fusionsprotein war in diesen Stadien noch nicht derart 
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lokalisiert (Abb. 5.5. A, B), in Embryonen ab Stadium 15, für die Kreuzungen mef2-GAL4 x LL-
6Myc (Abb. 5.5. C, D), rP298-GAL4 x LL-6Myc (Abb. 5.5. E, F), rP298-GAL4 x LL-RIFI-6Myc 
(Abb. 5.5. G, H) und rP298-GAL4 x LL-HA (Abb. 5.5. J, K) eindeutig festzustellen.  
Die Antikörperfärbungen an den verschiedenen Fusionsproteinen mit einem bzw. sechs Myc-
tags wurden zu einem späteren Zeitpunkt mit einem sehr viel sensitiveren Anti-Myc-Antikörper 
einer anderen Firma (Cell Signaling Technologies, Beverly, USA) wiederholt. Dabei konnten 
bis auf die KL-1Myc-Fusionsproteine alle Fusionsproteine nachgewiesen werden. Hinsichtlich 
der Lokalisation im bzw. am Zellkern zeigten sich in diesen Färbungen keine Unterschiede. 
Durch keines der getesteten Fragmente wurde demnach die für Rols7 zu erwartende 
Lokalisation an der Membran bewirkt. Deshalb schienen die Konstrukte, die die 
beschriebenen Rols-Domänen zusammen mit sechs Myc-tags oder einem HA-tag enthielten 
für diese Fragestellung nicht hilfreich zu sein. 
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Abbildung 5.5.: Durch die Erweiterung der Konstrukte auf sechs Myc-tags bzw. einen HA-tag 
konnten die Fusionsproteine nachgewiesen werden. Die Abbildungen zeigen Anti-Myc- bzw. anti-
HA-Antikörperfärbungen. A, B: mef-GAL4 x LL-6Myc-Embryo in Stadium 11; C,D: mef-GAL4 x LL-
6Myc-Embryo in Stadium 17; E, F: rP298-GAL4 x LL-6Myc-Embryo in Stadium 15; G, H: rP298-GAL4 x 
LL-RIFI-6Myc-Embryo in Stadium 17; J, K: rP298-GAL4 x LL-HA-Embryo in Stadium 17. Ab Stadium 15 
sind die Fusionsproteine im bzw. am Zellkern lokalisiert (D, F, H, K). 
 
 
5.1.4.  Die 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren enthalten ein 
putatives Kernlokalisations-Signal 
 
Um der Ursache für die Lokalisation der Fusionsproteine im bzw. am Zellkern nachzugehen, 
wurde die genaue Proteinstruktur sowohl der 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren, als auch 
des gesamten Rols7-Proteins genauer untersucht.  Dazu wurden die Aminosäuresequenzen 
mit Hilfe von in silico-Analysen (Expasy, www.expasy.ch; PSORTII, www.psort.nibb.ac.jp) 
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untersucht. Diese sagten für die 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren, wie auch für das 
gesamte Rols7-Protein eine Lokalisation im Zellkern voraus, die auf ein Kernlokalisations-
Signal (nuclear localization signal, NLS) im Bereich der Aminosäuren 189-205 zurückzuführen 
ist (Abb. 5.6.). Dieses Kernlokalisations-Signal wurde auf zwei verschiedene Weisen 
klassifiziert. Der klassische Typ ‚pattern7’ charakterisiert das Kernlokalisations-Signal durch 
einen Prolin-Rest (P, Abb. 5.6., Position 199), dem eine Region basischer Reste folgt, von 
denen drei Arginin (R)- oder Lysin-Reste (K) sein sollten (Abb. 5.6., Positionen 201-203). Der 
zweite Typ beschreibt ein zweiteiliges (bipartite) Kernlokalisations-Signal, das mit zwei 
basischen Resten (R oder K, Abb. 5.6., Position 189) beginnt, auf die ein Zwischenstück von 
10 Aminosäuren folgt, an das sich eine weitere basische Region anschließt, die mindestens 
drei basische Reste (Abb. 5.6., Positionen 201-203) von fünf enthalten sollte (Jans und 
Hubner, 1996).  
 
 
Abbildung 5.6.: Das Rols7-Protein enthält im Bereich der Aminosäure 189-205 ein 
Kernlokalisations-Signal. Die obere Reihe zeigt den Bereich des Kernlokalisations-Signals auf DNA-
Ebene von Basenposition 863-920. Die untere Reihe zeigt die entsprechenden Aminosäuren dieses 
Bereichs von Position 189-205. Durch den blauen Balken ist der Bereich des Kernlokalisations-Signals 
(nuclear localization signal) gekennzeichnet. Der offene türkise Doppelpfeil gibt den Bereich der 
komplementären Primer an, die in den nachfolgenden Analysen eingesetzt wurden, um die Basen an 
Position 900 und 904 so zu verändern, damit die Aminosäuren K und R (rote Markierungen) in E und L 
umgewandelt werden (siehe Kapitel 5.1.5.).  
 
 
 
 
 
AGAAAGGAGGCGGAACCCGTTTATGCCACGCCGGAAAAGCGACGAGCCAGCAATCGG
TCTTTCCTCCGCCTTGGGCAAATACGGTGCGGCCTTTTCGCTGCTCGGTCGTTAGCC
R K E A E P V Y A T P E K R R A S N R
nuclear localization signal
NLS-mut-K201E-R202L
863   920  
189   205   Aminosäurepositionen  
Basenpositionen 
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5.1.5.  Eine ortsspezifische Mutagenese veränderte das 
Kernlokalisations-Signal 
 
Um zu überprüfen, ob dieses Kernlokalisations-Signal in den Fusionsproteinen im Gegensatz 
zum nativen Rols7 wirksam ist und ob die Fusionsproteine ohne das Kernlokalisations-Signal 
eine Lokalisation an der Membran aufweisen, sollte die Sequenz, die das Kernlokalisations-
Signal kodiert, mutiert werden. Dazu wurde zunächst mit Hilfe der oben erwähnten 
Vorhersage-Programme ausgetestet, welche Veränderung der Aminosäure-Sequenz den 
Verlust des Kernlokalisations-Signals bewirken würde. Dabei stellte sich die in Abb. 5.6. rot 
gekennzeichneten Aminosäuren Lysin an Position 201 und Arginin an Position 202 als 
geeignet heraus. Um die Mutation einzuführen wurde ein Primer-Paar abgeleitet (NLS-mut-
K201E-R202L-fw/-rv), das an Basenposition 900 ein Guanin anstelle eines Adenin, und an 
Basenposition 904 ein Thymin anstelle eines Guanin beinhaltete (siehe Abb. 5.7.). In der 
Aminosäure-Sequenz sollten sich diese Veränderungen in der Änderung des Lysins (K, 
Position 201) in ein Glutamat (E) und in der Änderung des Arginins (R, Position 202) in ein 
Leucin (L) äußern. Mit diesem Primerpaar wurde eine PCR zur ortsspezifischen Mutagenese 
an dem LL-6Myc-Vorklon in pBluescript durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mit dem 
Restriktionsenzym Dpn I, das nur die methylierte Matrizen-DNA schneidet, restringiert. 
Anschließend wurden E. coli-Zellen mit der in der PCR neu-synthetisierten DNA transformiert. 
Die resultierenden Klone wurden sequenziert und die Sequenzen mit der cDNA von Rols7 
verglichen. Der Sequenz-Vergleich ergab im Bereich der Basen 860-910 der cDNA von Rols7 
(Abb. 5.7.), dass die Basen in Position 900 und 904 verändert worden sind (Abb. 5.7., rote 
Pfeile).  
Das LL-6Myc-Konstrukt mit dem mutierten Kernlokalisations-Signal wurde über Not I und Xba 
I aus pBluescript ausgeschnitten und in pUAST ligiert. 
 
 
Abbildung 5.7.: Der Sequenzvergleich des sequenzierten Klones mit der Rols7-cDNA zeigt die 
Änderung der Basen. In der oberen Reihe ist die Sequenz des analysierten Klons, in der unteren die 
der Rols7-cDNA aufgeführt. Die mittlere Reihe zeigt die übereinstimmenden Basen an. An den 
Basenpositionen  900 und 904 ist die Sequenz durch die ortsspezifische Mutagenese von einem 
Adenin zu einem Guanin, bzw. von einem Guanin zu einem Thymin verändert worden (rote Pfeile). 
 
 
 
 
v20 v30 v40 v50 v60
GCCCAGAAAGGAGGCGGAACCCGTTTATGCCACGCCGGAAGAGCTACGAGCC
GCCCAGAAAGGAGGCGGAACCCGTTTATGCCACGCCGGAA AGC ACGAGCC
GCCCAGAAAGGAGGCGGAACCCGTTTATGCCACGCCGGAAAAGCGACGAGCC
^860 ^870 ^880 ^890 ^900 ^9
sequenzierter Klon     
Rols7-cDNA    
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5.1.6.  Die Fusionsproteine mit mutiertem Kernlokalisations-Signal 
zeigen ebenfalls eine Lokalisation im, bzw. am Zellkern 
 
Zur Analyse der Auswirkungen des veränderten Kernlokalisations-Signals wurde das 
veränderte LL-6Myc-Konstrukt im pUAST-Vektor für Keimbahntransformationen eingesetzt. 
Die daraus hervorgegangenen transgenen Fliegenlinien (LL6Myc-NLSmut) wurden mit 
mesodermalen Treiberlinien gekreuzt und die resultierenden Embryonen immunhistochemisch 
mittels Anti-Myc-Antikörperfärbung analysiert. Dabei zeigte sich, dass das Fusionsprotein 
auch mit mutiertem Kernlokalisations-Signal noch im bzw. am Kern detektiert wurde (Abb. 
5.8.). Die Kreuzung der LL6Myc-NLSmut-Fliegenlinie mit den verschiedenen Treiberlinien 
rP298-GAL4 (Abb. 5.8. A, B), twist-GAL4 (Abb. 5.8. C, D) und mef2-GAL4 (Abb. 5.8. E, F) 
führte in den daraus hervorgegangenen Embryonen zu der gleichen Lokalisation als in den 
Fliegenlinien mit nicht-mutiertem Kernlokalisations-Signal. 
Somit konnte das vorhergesagte Kernlokalisations-Signal als Ursache für die Lokalisation im, 
bzw. am Zellkern ausgeschlossen werden.  
 
 
Abbildung 5.8.: Das Fusionsprotein mit mutiertem Kernlokalisations-Signal lokalisiert ebenfalls 
im, bzw. am Kern. A und B zeigen einen Embryo in Stadium 15 aus einer Kreuzung von rP298-GAL4 
und LL-6Myc-NLSmut4.0; C und D: Stadium 16, mef2-GAl4 x NLSmut2.0; E und F: Stadium 17, twist-
GAL4 x LL-6Myc-NLSmut4.0; in den vergrößerten Ausschnitten (B, D, F) ist das Fusionsprotein im bzw. 
am Zellkern lokalisiert zu sehen. 
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E F 
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5.1.7.  Die Expression der Fusionsproteine in Drosophila S2 R+ -
Zellen resultiert in einer Lokalisation im bzw. am Zellkern 
 
Parallel zu der Analyse der Fusionsproteine in Embryonen sollten zur genauen Untersuchung 
der Lokalisation und zum Vergleich die Fusionsproteine in Drosophila S2 R+-Schneider-
Zellkultur als einem weiteren System exprimiert werden. Dazu wurden die S2 R+-Zellen mit 
den pUAST-Konstrukten LL-6Myc, LL-ANK-6Myc und LL-6Myc-NLSmut transfiziert (siehe 
Kapitel 4.5.2). Zur Induktion der Expression der Fusionsproteine wurde als GAL4-Quelle der 
Vektor pUC18-act-GAL4, der GAL4 unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven actin-Promotors 
exprimierte, kotransfiziert. Zur Analyse der Fusionsproteine wurden immunfluoreszente Anti-
Myc-Antikörperfärbungen durchgeführt. Um die Lokalisation des Fusionsproteins in Relation 
zu den Kompartimenten und Strukturen der Zelle setzen zu können, wurden des Weiteren das 
Aktin-Zytoskelett mittels Phalloidin und das Chromatin mittels DAPI sichtbar gemacht. 
Außerdem wurde teilweise zusätzlich eine anti-Lava-Lamp-Antikörperfärbung (Sisson et al., 
2000) durchgeführt, die den Golgi-Apparat der Drosophila Zellen markierte. In den 
Immunfluoreszenz-Färbungen konnten die Fusionsproteine ebenfalls überwiegend im bzw. 
am Zellkern nachgewiesen werden (Abb. 5.9.). Ein Vergleich des LL-6Myc-Fusionsproteins 
(Abb. 5.9. B) mit der Phalloidin- (Abb. 5.9. A) und der DAPI-Färbung (Abb. 5.9. C) zeigt im 
Overlay (Abb. 5.9. D), dass zwar geringe Mengen des Fusionsproteins im Cytoplasma 
vorhanden sind, der überwiegende Anteil jedoch im oder um den Zellkern akkumuliert. Das 
LL-ANK-6Myc-Fusionsprotein (Abb. 5.9. F) ist ebenfalls größtenteils am oder im Zellkern 
detektierbar (Abb. 5.9. vgl. F mit G), es zeigt sich allerdings auch eine leichte Färbung an der 
Plasmamembran (Abb. 5.9. vgl. E mit F). Im Overlay ist hier zu sehen, dass auch Aktin am 
Zellkern akkumuliert und mit dem Fusionsprotein kolokalisiert (Abb. 5.9. H). Das LL-6Myc-
Fusionsprotein mit mutiertem Kernlokalisations-Signal (LL-6Myc-NLSmut) kann auch 
überwiegend am Zellkern nachgewiesen werden. Allerdings erscheint der Anteil im 
Zytoplasma hier etwas größer als bei den zuvor beschriebenen Fusionsproteinen, was aber 
aufgrund einer großen Varianz innerhalb der LL-6Myc-NLSmut-transfizierten Zellen keine 
Bedeutung zu haben scheint. Dieses Fusionsprotein konnte weder an der Zellmembran (Abb. 
5.9. vgl. J mit K), noch eindeutig mit dem Golgi-Apparat (Abb. 5.9. vgl. K mit L) assoziiert 
nachgewiesen werden. 
 
ERGEBNISSE 69 
 
 
Abbildung 5.9.: In S2R+-Zellen lokalisieren die Fusionsproteine ebenfalls im bzw. am Zellkern. Die 
Fusionsproteine (Anti-Myc, grün) konnten überwiegend im bzw. am Zellkern nachgewiesen werden. Die 
obere Reihe (A-D) zeigt LL-6Myc-transfizierte Zellen. In der mittleren Reihe (E-H) zeigte sich für LL-
ANK-6Myc zusätzlich eine schwache Färbung an der Membran und eine Kolokalisation mit Aktin am 
Zellkern. Die untere Reihe (J-M) zeigt, dass das LL-6Myc-NLSmut-Fusionsprotein nicht mit dem Golgi-
Apparat assoziiert ist. A, E, J zeigen die Phalloidin-Färbung, B, F, K die Anti-Myc-Färbung, C und G die 
DAPI-Färbung, L die Anti-Lava-Lamp-Färbung und D, H, M die entsprechenden Overlays. 
 
 
 
 
5.1.8.  Die Expression der Fusionsproteine hat keinen Einfluss auf 
die Entwicklung der somatischen Muskulatur 
 
Um zu überprüfen, ob die Expression der Fusionsproteine im Mesoderm bzw. in den 
Founderzellen Auswirkungen auf die Entwicklung der somatischen Muskulatur hat und 
eventuell einen dominant-negativen Effekt hervorrufen kann, wurden Embryonen, die aus den 
Kreuzungen der mesodermalen bzw. founderzell-spezifischen Treiberlinien mit den 
verschiedenen LL-Myc Linien resultierten, einer Antikörperfärbung mit dem β3-Tubulin-
Antikörper unterzogen. In den immunhistochemischen Analysen der somatischen Muskulatur 
dieser Embryonen konnten keine Entwicklungsdefekte festgestellt werden (Daten nicht 
gezeigt). Lediglich bei Embryonen, die aus Kreuzungen der rP298-GAL4 und verschiedenen 
LL-1Myc-Linien hervorgegangen waren, war eine erhebliche Anzahl an unfusionierten 
Myoblasten zu beobachten (Abb. 5.10. A, B). Eine Anti-β3-Tubulin-Antikörperfärbung an 
Embryonen der rP298-GAL4-Linie zeigte jedoch, dass auch hier unfusionierte Myoblasten 
vorhanden waren (Abb. 5.10. C, D). Somit konnte bei den Embryonen, die aus der Kreuzung 
mit den LL-Myc-Fliegen resultierten nicht festgestellt werden, ob dieser Effekt durch die 
A B C D
E F G H
J K L M
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Expression des Fusionsproteins verursacht wurde oder von der rP298-GAL4-Linie selbst 
herrührte.  
 
 
Abbildung 5.10.: Die Expression der Fusionsproteine mittels der rP298-GAL4-Treiberlinie 
verursacht Fusionsdefekte. Die anti-β3-Tubulin-Antikörperfärbungen zeigen in A und B einen Embryo 
in Stadium 16 aus einer rP298-GAL4 x LL-1Myc-2.1b-Kreuzung, der eine große Anzahl unfusionierter 
Myoblasten aufweist (B). In C und D ist ein Embryo der rP298-GAL4-Linie in Stadium 17 gezeigt, an 
dem eine anti-β3-Tubulin-Antikörperfärbung durchgeführt wurde, die ebenfalls unfusionierte Myoblasten 
aufzeigt.  
 
 
 
5.1.9.  Eine ektopische Expression der Fusionsproteine verursacht 
Störungen in der Augenentwicklung 
 
Weiterhin sollte getestet werden, ob die ektopische Expression der Fusionsproteine in einem 
anderen Gewebe Auswirkungen hat. Dazu wurden die verschiedenen KL-und LL-Myc-
Konstrukte mittels des gmr-GAL4-Treibers (Freeman, unveröffentlicht) in den sich 
entwickelnden Augen exprimiert. Im Vergleich zu den Augen von Fliegen der gmr-GAL4-Linie 
(Abb. 5.11. A) verursachte die ektopische Expression des LL-ANK-1Myc-Fusionsproteins eine 
Reduktion der Anzahl der Ommatidien in den Augen der adulten Nachkommenschaft (Abb. 
5.11. B). Somit konnte gezeigt werden, dass eine Expression der Fusionsproteine, die die 
ersten drei Ankyrin-Repeats enthielten, die Entwicklung der Augen beeinflussen und auf DNA- 
oder Proteinebene auf die entsprechenden Prozesse der Zellen einwirken können. Allerdings 
wurde dieser Effekt schon häufig beobachtet, zum Beispiel der bei der Expression von 
Protaminen mit Hilfe der gmr-Gal4-Treiberlinie. 
 
A B 
C D 
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Abbildung 5.11.: Die ektopische Expression des LL-ANK-1Myc-Fusionsproteins mittels des gmr-
GAL4-Treibers verursacht Enwicklungsstörungen. A zeigt das wildtypische Komplexauge einer 
adulten Fliege der gmr-GAL4-Linie. In B ist ein Komplexauge einer Fliege zu sehen, die eine 
Nachkomme der gmr-GAL4 x LL-ANK-1Myc Kreuzung ist. Im unteren Teil ist deutlich eine Reduzierung 
der Ommatidienanzahl zu beobachten.  
 
 
Durch die UAS-GAL4 vermittelte Expression von getagten Fusionsproteinen, die einzelne 
oder mehrere Domänen des Rols7-Proteins enthielten, konnte in den angestellten Analysen 
nicht festgestellt werden, welche Domänen für eine Lokalisation des Rols7-Proteins an der 
Membran benötigt werden. Das im Rols7-spezifischen Teil befindliche Kernlokalisations-
Signal schient dabei für die fehlerhafte Lokalisation der Fusionsproteine am bzw. im Zellkern 
nicht verantwortlich zu sein. Durch die Expression der Fusionsproteine im Mesoderm konnte 
kein dominant-negativer Effekt erzielt werden, eine Expression während der 
Augenentwicklung wirkte sich aber in einer reduzierten Anzahl der Ommatidien im adulten 
Auge aus. 
A B
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5.2. Analyse von in einem Hefe-Two-Hybrid-Screen 
identifizierten potentiellen Interaktionspartnern von 
Rolling pebbles 
 
Die beiden Rolling pebbles (Rols)-Isoformen Rols6 und Rols7 zeichnen sich durch die drei 
Strukturmotive  RING-Finger, Ankyrin-Repeats und TPR-Repeats aus, die charakteristisch für 
Protein-Protein-Wechselwirkungen sind. Um nähere Aufschlüsse über die Funktion des Rols7-
Proteins zu erhalten, wurde ein Hefe-Two-Hybrid-Screen durchgeführt, bei dem die Ankyrin-
Repeats von Rols als ‚Köder’ eingesetzt wurden, um in einer embryonalen cDNA-Bank von 
Drosophila melanogaster potentielle Interaktionspartner zu identifizieren (Nina Kreisköther, 
Diplomarbeit 2001).  
Aus diesem Hefe-Two-Hybrid-Screen resultierten 47 potentielle Interaktionspartner. Aus den 
47 positiven Hefekolonien waren zunächst die Hefeplasmide präpariert worden und die cDNA-
Inserts sequenziert worden. Nach Sequenzvergleichen und Datenbank-Recherche in FlyBase 
(www.flybase.bio.indiana.edu) wurden aus den 47 Kandidaten zunächst elf zur näheren 
Analyse ausgewählt, da sie sich zum Teil durch ein häufiges Auftreten auszeichneten bzw. 
durch die über sie zu erhaltenen Informationen als eventuell wahrscheinliche 
Interaktionspartner in Frage kommen könnten. Der überwiegende Teil der 47 möglichen 
Interaktionspartner bestand aus vorausgesagten Genen (CG= computed gene), über die zwar 
nur wenige bzw. keine Informationen zu erhalten waren, die aber durchaus mögliche 
Interaktionspartner sein könnten. Die elf näher analysierten Kandidaten sind in Tabelle 1 
aufgelistet, eine Liste der übrigen potentiellen Interaktionspartner befindet sich im Anhang. 
 
 
ERGEBNISSE 73 
 
 
Tabelle 1: Auflistung der elf potentiellen Interaktionspartner von Rols7, die zur näheren Analyse 
herangezogen wurden.  
 
Nr Name 
des 
Klons 
Bezeichnung des 
Proteins/vorausgesagten 
Gens 
Kurzbeschreibung (entnommen aus FlyBase, 
www.flybase.bio.indiana.edu) 
1 I-B1 Dlc90 (CG12363) putative ATPase Aktivität, vielleicht involviert in 
Mikrotubuli-basierter Bewegung 
2 I-D1 CG2862 (4x) Protein KinaseC-Inhibitor 
3 II-B1 Stim (CG9126) Komponente der Plasmamembran, an 
Zelladhäsion beteiligt 
4 II-B2 CG8963 (10x) Vielleicht an Proteinbiosynthese als RNA-
bindendes Protein beteiligt 
5 II-F1 GM130 (CG11061) Komponente der Golgi cis-Zisternen 
6 II-F5 α-Aktinin (CG4376) Komponente der Z-Scheiben im Sarkomer; 
verknüpft Aktin und Titin 
7 III-A2 CG11963 (4x) Succinate CoA-Ligase, an Tricarboxyl-Säure-
Zyklus beteiligt 
8 III-B3 CG2072 TXBP181-like, vielleicht Mitose Checkpoint 
Protein 
9 III-D4 Myosin Heavy Chain-like 
(CG10224) 
Komponente von Myosin, vielleicht mit ATPase 
Aktivität 
10 III-E4 SH3PX1 (CG6757) Vielleicht an intrazellulärem Proteintransport 
beteiligt 
11 III-E5 CG5862 (5x) Keine Informationen verfügbar 
 
 
 
5.2.1. Retransformation der elf ausgewählten Kandidaten 
 
Zur ersten Überprüfung der Interaktion wurden die Hefevektoren, die für die elf Kandidaten 
kodierten, zusammen mit dem ‚Köder’-Vektor pGilda, der für die Ankyrin-Repeats kodierte, 
retransformiert. Um auszuschließen, dass eine Blaufärbung der Kolonien auf eine 
Autoaktivierung durch das cDNA-kodierte Protein zurückzuführen ist, wurden die cDNA-
enthaltenden Hefevektoren ebenfals mit leerem ‚Köder’-Vektor retransformiert. Von den 
Retransformanden wurden jeweils fünf Kolonien auf Induktionsplatten ausgestrichen, um sie 
auf eine Interaktion hin zu testen. Abbildung 5.12. zeigt exemplarisch das Ergebnis nach vier 
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Tagen Inkubation. In den Feldern B, D und F sind Test-Retransformanden zu sehen, die eine 
eindeutige Blaufärbung zeigen. Im Gegensatz dazu sind die Kontroll-Retransformanden 
(Felder A, C und E) mit leerem ‚Köder’-Vektor weiß geblieben, wodurch eine Autoaktivierung 
ausgeschlossen werden kann. Bei neun der elf retransformierten Kandidaten konnte so das 
positive Ergebnis, das heißt eine Interaktion, bestätigt werden. Bei CG2072 und GM130 war 
nach vier Tagen Inkubation nur eine sehr schwache Blaufärbung zu sehen, weshalb bei 
diesen Kandidaten von einer weiteren Analyse abgesehen wurde. 
 
 
 
Abbildung 5.12.: Die Retransformation bestätigt die Interaktion von neun der elf potentiellen 
Interaktionspartner von Rols7. Exemplarisch sind in Feld B, D und F Retransformanten von CG7532 
(B, einem Kandidaten, der nicht näher untersucht wurde; s. Anhang), CG11963 (D) und CG5862 (F) 
jeweils mit den Ankyrin-Repeats von Rols7 gezeigt. Die Blaufärbung der ausgestrichenen Kolonien 
bestätigt die Interaktion der Ankyrin-Repeats mit den Kandidaten aus dem Hefe-Two-Hybrid-Screen. In 
A, C und E wurden die Kandidaten zur Kontrolle zusammen mit leerem pGilda-Vektor transformiert, um 
zu überprüfen, ob sie eine Blaufärbung auch ohne Interaktion mit den Ankyrin-Repeats induzieren 
können, das heißt autoaktivierend wirken können. 
 
 
5.2.2.  Analyse der Expressionsmuster potentieller 
Interaktionspartner mittels in situ Hybridisierungen 
 
Die neun Kandidaten, deren Interaktion mit den Ankyrin-Repeats von Rols durch die 
Retransformation bestätigt werden konnte, sollten nun hinsichtlich ihres Expressionsmusters 
näher untersucht werden, um festzustellen, ob eine zeitliche und räumliche Überlappung zum 
Expressionsmuster von Rols besteht. Dazu wurden die isolierten Hefeplasmide, die für die 
Interaktionskandidaten kodieren, als Matrize für die Herstellung DIG-markierter DNA-
Doppelstrang-Sonden genutzt und diese Sonden für in situ-Hybridisierungen an Wildtyp-
Embryonen eingesetzt. Die in situ-Hybridisierungen wurden mehrfach wiederholt, wobei die 
Parameter Hybridisierungstemperatur und Verdünnung der Sonden jeweils verändert wurden. 
Zur Kontrolle wurde ein Ansatz mit  einer rols7-spezifische Sonde  mitgeführt, die den 5’-
Bereich, der die 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren kodiert, beinhaltete. Bei sechs der 
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Kandidaten zeigte sich ein ubiquitäres Expressionsmuster, nur bei dreien konnte ein distinktes 
Muster erkannt werden (Abb. 5.15.). 
Die Sonde für alpha-aktinin zeigte dabei in Embryonen in Stadium 13 eine Färbung in den 
Speicheldrüsen (Abb. 5.15. A, Stern), im Mitteldarm (Pfeilkopf) und in der ventralen Epidermis 
(Abb. 5.15. A, Pfeil). Das Transkript konnte erst ab Stadium 16 in allen somatischen Muskeln 
nachgewiesen werden (Abb. 5.15. B). In situ Hybridisierungen mit der Sonde für dlc90 (Abb. 
5.15. C, D) wiesen, abgesehen von einer ubiquitären Transkriptverteilung, lediglich in den 
Speicheldrüsen ein distinktes Muster auf (Abb. 5.15. Pfeil in C und D). Für cg8963 konnte 
dagegen in Stadium 10 eine Färbung festgestellt werden (Abb. 5.15. E), die im Vergleich mit 
dem frühen in situ-Muster von rols7 (Abb. 5.15. G), als mesodermal angenommen werden 
kann. In Stadium 13/14 (Abb. 5.15. F) zeigt die Sonde für cg8963 eine deutliche Färbung im 
Bereich des Kopfes (Pfeil) und eine leichte Färbung im Darmbereich (Stern), für die nicht 
genau festzustellen war, ob sie mesodermalen oder entodermalen Ursprungs ist. Im Vergleich 
zu G und H, die die Verteilung des rols7-Transkriptes in den Stadien 10 und 14 zeigen, konnte 
für die Gene α-aktinin, dlc90 und cg8963 kein wirklich überlappendes Expressionsmuster 
festgestellt werden. Falls die Sonde für cg8963 in (Abb. 5.15. F) tatsächlich eine Färbung im 
viszeralen Mesoderm zeigt, könnte CG8963 als Interaktionspartner in Frage kommen, da 
Rols7 ebenfalls im viszeralen Mesoderm exprimiert wird (siehe Abb.5.17. B). Die Sone für α-
aktinin  zeigte jedoch als einzige ein Expressionsmuster in den somatischen Muskeln. Diese 
Expression erscheint zwar zu spät, um mit der von rols7 auf Transkriptebene zu überlappen, 
da aber nicht eindeutig geklärt ist, wie lange das Rols7 Protein stabil ist, kann eine 
tatsächliche Interaktion von Rols7 und α-Aktinin nicht ausgeschlossen werden. α-Aktinin war 
somit der einzige potentielle Interaktionspartner, der aus dem Hefe-Two-Hybrid-Screen 
resultierte und weiter analysiert wurde. 
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Abbildung 5.15.: in situ Hybridisierungen an Wildtyp-Embryonen mit Sonden potentieller 
Interaktionspartner von Rols7, die im Hefe-Two-Hybrid Screen mit den Ankyrin-Repeats als 
‚Köder’ gefunden wurden.  
Die Sonde für α-Aktinin  zeigt in Stadium 13 (A) keine Färbung im Mesoderm, aber in den 
Speicheldrüsen (Stern) und in der ventralen Epidermis (Pfeil). Ab Stadium 16 ist ein spezifisches 
Muster in den Muskeln (B) zu sehen. Das Transkript von dlc90 kann, neben einer ubiquitären 
Verteilung, in Stadium 13 (C) und Stadium 16 (D) nur in den Speicheldrüsen (Pfeil in C und D) 
nachgewiesen werden. In situ Hybridisierungen mit einer Sonde für cg8963 zeigen in Stadium 10 eine 
Färbung im Mesoderm (Pfeil in E), in Stadium 13/14 eine Färbung im Kopf- (Pfeil in F) und im 
Darmbereich (Stern in F). In G (Stadium 10) und H (Stadium 14) sind zum Vergleich in situ 
Hybridisierungen mit einer rols7-Sonde gezeigt. 
 
 
 
5.2.3.  Nähere Untersuchungen zu α-Aktinin als potentiellem 
Interaktionspartner 
 
Da die in situ Hybridisierungen mit der α-Aktinin -Sonde als einzige ein Expressionsmuster in 
allen somatischen Muskeln aufzeigten, wurde nur α-Aktinin für nähere Untersuchungen 
herangezogen. Dazu wurde zunächst die cDNA, die für α-Aktinin kodiert und in dem Hefe-
Two-Hybrid Screen gefunden wurde, näher untersucht. Sequenzvergleiche mit der cDNA 
voller Länge ergaben, dass es sich bei der cDNA aus der embryonalen cDNA-Bank von 
A B
C D
E F
G H
* 
*
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Matchmaker nur um ein Fragment handelte. Die gesamte cDNA verfügt über 3444 bp, 
während der Teil, der in dem Hefe-Two-Hybrid Screen gefunden wurde, nur 650 bp enthält.   
Durch die Sequenzvergleiche konnte außerdem festgestellt werden, dass der cDNA-Teil für 
die Aminosäuren 545 bis 649 des α-Aktinin-Proteins kodiert. Von der durch SMART (Simple 
Modular Architecture Research Tool, www.smart.embl-heidelberg.de) bestimmten 
Domänenstruktur des α-Aktinin-Proteins konnte dieser Teil dem dritten und vierten Spektrin-
ähnlichen Repeat zugewiesen werden (Abb5.14.).  
 
Abbildung 5.14.: Schematische Darstellung des α-Aktinin Proteins mit Hilfe des ‚SMART’ 
bestimmt (www.smart.embl-heidelberg.de). Am N-Terminus befinden sich zwei Calponin-homologe 
Domänen (gelb, CH),  über die das α-Aktinin Protein Aktinfilamente zu Bündeln oder Netzweken 
verknüpft. Im mittleren Bereich sind vier Spektrin-ähnliche Repeats (violett, SPEC) abgebildet, die 
charakteristisch sind für Proteine, die an der Struktur des Zytoskeletts beteiligt sind. Der C-Terminus ist 
durch zwei EF-hand-Domänen (grün, EFh) bestimmt, die in Calcium-Bindung involviert sein können. 
Unter den Domänen sind die entsprechenden Aminosäure-Positionen vermerkt. Die vertikalen Linien 
geben die Intron-Grenzen und ihre Aminosäure-Positionen an. 
 
 
Um die Spezifität der Interaktion zwischen α-Aktinin und den Ankyrin-Repeats von Rols7 zu 
überprüfen, sollten die Ankyrin-Repeats, sowie alle weiteren Domänen von Rols7 gegen das 
α-Aktinin Protein voller Länge getestet werden. Um den vollständigen kodierenden Bereich 
des α-Aktinin  Gens in den Hefevektor pB42AD zu klonieren wurde eine PCR mit den Primern 
MfeI-actn-fw und XhoI-actn-rv an der kompletten cDNA von α-Aktinin (LD37956 von Berkeley 
Drosophila Genome Project,BDGP) durchgeführt und über die Restriktionsschnittstellen Eco 
RI und Xho I in den Hefevektor pB42AD kloniert. Neben den Ankyrin-Repeats sollten auch die 
übrigen Teile von Rols7 auf eine Interaktion hin getestet werden. Konstrukte, die die übrigen 
Domänen von Rols7, abgesehen von den Ankyrin-Repeats, kodierten, lagen bereits vor 
(Falko Kurtz, Nina Reichert, Diplomarbeiten) und konnten für die hier beschriebenen Versuche 
verwendet werden. Abb. 5.15. zeigt die schematische Darstellung von Rols7 und die 
Domänen, die von den entsprechenden Konstrukten kodiert wurden. 
 
36-136  149-248  280-386 400-501 515-622 636-735  
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Abbildung 5.15.: Schematische Darstellung von Rols7 und der verwendeten Konstrukte. Oben ist 
die Domänenstruktur des Rols7-Proteins dargestellt, die aus einem RING-Finger (RIFI), neun Ankyrin-
Repeats (ANK) und drei TPR-Repeats (TPR) besteht. Im unteren Teil sind die entsprechenden Teile, 
bzw. Domänen abgebildet, die für Hefe-Interaktionstests mit dem α-Aktinin-Protein eingesetzt wurden. 
Diese sind die 309 Aminosäuren, spezifisch für Rols7 (Aminosäure-Position 1-309), RIFI (Aminosäure-
Position 326-365), das R1-Fragment, welches den RING-Finger beinhaltet (Aminosäure-Position 301-
633), das R2-Fragment (Aminosäure-Position 628-1036), das R3-Fragment (Aminosäure-Position 
1038-1418), die Ankyrin-Repeats (Aminosäure-Position 1377-1725) und die beiden C-terminalen TPR-
Repeats E und X (Aminosäure-Position 1781-1848). 
 
 
Die verschiedenen Rols7-Domänen, die im pGilda-Vektor vorlagen, wurden jeweils mit dem α-
Aktinin  kodierenden pB42AD kotransformiert und von den Kotransformanten 15-20 Kolonien 
auf Induktionsplatten überimpft. Nach 3-4 Tagen konnte das Ergebnis anhand der 
Blaufärbung festgestellt werden (Abb. 5.16.).  
 
 
Abbildung 5.16.: Interaktionstests zwischen α-Aktinin und den verschiedenen Rols7-Domänen. In 
A 2 (α-Aktinin mit R1) und 3 (α-Aktinin mit 309 AS) und B 3 (α-Aktinin mit TPR-Repeats E und X) ist 
eine deutliche Blaufärbung zu sehen, die auf eine Interaktion zwischen Α-Aktinin  und diesen Rols7-
Domäne schließen läßt. Interaktionstests mit den übrigen Rols7-Domänen R1(A 1), R2 (A 4) und RIFI 
(B 1) zeigen keine Blaufärbung und interagieren demnach nicht mit α-Aktinin. In B 4 (ANK) ist nur eine 
blaue Hefekolonie zu sehen, wodurch die Interaktion zwischen den Ankyrin-Repeats und α-Aktinin nicht 
bestätigt werden kann. In B 3, C 1 und C 2 sind Kontrollexperimente gezeigt. Dazu wurden leerer 
pGilda-Vektor mit α-Aktinin (B 3) und leerer pB42AD mit ANK (C 1) kotransformiert. In C 2 zeigten die 
Tests auf Autoaktivierung (mit leerem pB42AD), dass die 309 AS alleine die Expression des 
Reportergens lacZ induzieren können. 
1 2 
4 3 
1 2
4 3
A B
1 2
C
RIFI 
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RIFI ANK TPR
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In Abbildung 5.16. A 2 (R1-Fragment mit α-Aktinin) und 3 (309 Rols7-spezfische Aminosäuren 
mit α-Aktinin) und B 2 (TPR-Repeats mit α-Aktinin) ist eine deutliche Blaufärbung aller 
überimpften Kolonien zu sehen, was darauf hinweist, dass eine Interaktion zwischen α-Aktinin  
und Rols7 über diese Domäne erfolgen kann. In A 1 (R2 Fragment α-Aktinin) und A 4 (R3 
Fragment mit α-Aktinin), sowie B 1 (RING-Finger mit α-Aktinin) ist keine Blaufärbung der 
Kolonien festzustellen. Die Kotransformation der Ankyrin-Repeats mit α-Aktinin resultierte in 
nur einer blauen Kolonie (B 4). Daraus läßt sich ableiten, dass eine Interaktion zwischen 
Rols7 und α-Aktinin nicht über die Ankyrin-Repeats erfolgt. Die Interaktion im Hefe-Two-
Hybrid Screen läßt sich damit als falsch positiv bewerten. Ein Test auf Autoaktivierung wurde 
für alle Rols-Teile durchgeführt, zeigte aber nur bei den 309 Rols7 spezifischen Aminosäuren 
eine Blaufärbung. 
B 3 und C 1 zeigen die Kontrollexperimente, in denen leerer pGilda mit α-Aktinin (B 3) bzw. 
leerer pB42AD mit den Ankyrin-Repeats (C 1) kotransformiert wurde. In C 2 ist zu sehen, dass 
die 309 Rols7 spezifischen Aminosäuren auch mit leerem pB42AD eine Blaufärbung zeigen 
und somit autoaktivierend wirken. Somit kann eine Interaktion zwischen den 309 Aminosäuren 
und α-Aktinin zwar nicht ausgeschlossen, aber auch nicht eindeutig bewiesen werden.  
Diese Analysen zeigten, dass α-Aktinin im Hefe-Two-Hybrid-Screen ein falsch positiver 
Interaktionspartner von Rols7 war, da eine Interaktion nicht über die Ankyrin-Repeats erfolgt. 
Es wurde aber eine Interaktion zwischen dem R1-Fragment, welches den RING-Finger enthält 
und den TPR-Repeats E und X festgestellt. Nähere Analysen dazu wurden im 
Zusammenhang mit Untersuchungen zur späten Funktion von Rols7 angestellt (siehe Kapitel 
5.3.5.). 
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5.3. Analysen zur Funktion von Rols7 in späten Stadien der 
Myogenese und im fertigen, larvalen Muskel 
 
5.3.1. Rols7 wird erneut ab Stadium 17 exprimiert 
 
Frühere Analysen haben gezeigt, dass Rols7 eine wichtige Rolle in der Myogenese von 
Drosophila spielt (Chen und Olson, 2001; Menon und Chia, 2001; Rau et al., 2001). Es wird 
ab Stadium 10 im somatischen und viszeralen Mesoderm exprimiert und ist essentiell für die 
Fusion von fusionskompetenten Myoblasten und Founder-, bzw. Precursorzellen. Das 
Transkript von rols7 kann im somatischen Mesoderm bis Stadium 15 nachgewiesen werden 
(Rau et al., 2001). Die Rols7-Expression ist dabei auf die Founder- bzw. Precursorzellen 
beschränkt und bedingt das Fortschreiten des Fusionsprozesses vom Precursor-Stadium zum 
fertigen Muskel (Rau et al., 2001). Die Fusionen sind im Stadium 16 größtenteils 
abgeschlossen.  
Immunhistochemische Färbungen an wildtypischen Embryonen mit einem Antikörper, der 
gegen den C-Terminus, also den gemeinsamen Teil von Rols6 und Rols7, gerichtet ist, 
zeigten neben dem Expressionsmuster im somatischen (Abb. 5.17. Pfeil in A) und viszeralen 
(Abb. 5.17. Pfeil in B) Mesoderm während der Fusionsstadien, auch in Stadium 16/17 eine 
Färbung (Abb. 5.17.C). Diese Färbung zeigt Rols an den Enden jedes Muskels im Bereich der 
Anheftungsstelle an die Epidermis (Abb. 5.17. Pfeile in C).  
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Abbildung 5.17.: Rols zeigt zusätzlich zur Expression in den Fusionsstadien eine späte 
Expression in den Muskelenden. A und B zeigen die Expression von Rols in Stadium 14 im 
somatischen (Pfeil in A) und im viszeralen (Pfeil in B) Mesoderm eines Wildtyp-Embryos. In C ist die 
Expression von Rols in einem Wildtyp-Embryo in Stadium 17 zu sehen. Das Rols-Protein ist hier an den 
Muskelenden im Bereich der Muskelanheftungsstellen lokalisiert (Pfeile in C).  
 
 
Aus dieser Beobachtung resultierte die Frage, ob das Rols-Protein bis zu diesem Stadium 
stabil in der Zelle vorliegt und nur zu diesen Regionen hin umgelagert wird, oder ob es auf die 
Expression einer erneut transkribierten mRNA zurückzuführen ist. Um diese Frage zu klären, 
wurde zunächst mRNA verschiedener Stadien isoliert. Dazu wurden Embryonen im Alter von 
7-24 Stunden, Embryonen, die sich in Stadium 16 befanden sowie erste und zweite 
Larvenstadien herangezogen. Diese mRNAs wurden als Matrize für RT-PCRs eingesetzt, um 
zu überprüfen, ob das rols7-Transkript in den verschiedenen Entwicklungsstadien 
nachzuweisen ist. Mittels der Primer LDI-14 und LDI-20, die spezifisch für einen Bereich aus 
dem gemeinsamen Teil von rols6 und rols7 sind, konnte in allen untersuchten 
Entwicklungsstadien ein RT-PCR-Produkt von 580 bp amplifiziert werden (Abb. 5.18.). 
Außerdem wurden Primer eingesetzt (LDA5 und LDRIV), die nur einen rols7-spezifischen Teil 
amplifizierten. Die RT-PCRs an mRNA von 7-24 Stunden alten Embryonen, sowie an mRNA 
erster und zweiter Larvenstadien mit den rols7-spezifischen Primern lieferte Produkte in einer 
Größe von 204 bp (Abb. 5.18.). An mRNA von Embryonen in Stadium 16 ließ sich mit diesen 
Primern kein rols7-spezifisches Transkript nachweisen. Zur Kontrolle wurden in den RT-PCRs 
außerdem Primer eingesetzt (b3aa23 und b3aa149), die ein Produkt von 300 bp aus dem β3-
tubulin-Gen amplifizierten (Abb. 5.18.). Diese Primer, ebenso wie die Primer, die den 
gemeinsamen Teil von rols6 und rols7 amplifizierten, waren so gewählt, dass sie 
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Introngrenzen flankieren und bei Verunreinigung der mRNA durch genomische DNA ein RT-
PCR-Produkt von 400 bp (β3-tubulin), bzw. 680 bp (rols6/7) lieferten. 
Das späte Expressionsmuster von Rols an den Muskelanheftungsstellen (Abb. 5.18.) sowie 
der Nachweis des rols7-Transkriptes im ersten und zweiten Larvenstadium und seinem 
Fehlen in Stadium 16 lassen darauf schließen, dass rols7 erneut ab Stadium 16/17 
transkribiert und exprimiert wird. 
 
 
Abbildung 5.18.: rols7 wird erneut ab Stadium 16/17 transkribiert. Abbildung D zeigt RT-PCRs an 
mRNA verschiedener Stadien, das heißt, aus 7-24 Stunden alten Embryonen (E 7-24), aus Embryonen 
in Stadium 16 (E st 16), sowie aus ersten und zweiten Larven. Die 3’-Spuren zeigen ein RT-PCR-
Produkt von 580 bp, des gemeinsamen Teils von rols6 und rols7. In den 5’-Spuren ist das rols7-
spezifische RT-PCR-Produkt von 204 bp zu sehen. Als Kontrollfragment (con) wurden 300 bp des 
β3tubulin-Gens amplifiziert. Die Primer für den gemeinsamen Teil von rols6 und rols7 sowie die 
Kontrollprimer flankierten jeweils ein Intron, so dass eine Verunreinigung der mRNA durch genomische 
DNA in einer zusätzlichen, größeren Bande (jeweils ca. 100 bp größer) resultieren würde.  
 
 
 
 
5.3.2.  Rols7 zeigt in larvalen Muskeln ein repetitives 
Expressionsmuster 
 
Die Tatsache, dass das rols7-Transkript in den ersten beiden Larvalstadien detektiert werden 
konnte, warf die Frage nach dem Expressionsmuster von Rols7 in larvalen Muskeln auf. Um 
dieses zu untersuchen, wurden an dritten Larven immunhistochemische Färbungen mit dem 
Anti-Rols-Antikörper gegen den C-Terminus beider Rols-Isoformen durchgeführt. Neben 
wildtypischen, bzw. white-Larven wurden dazu auch Larven der vitalen Fliegenlinie EP(3)3330 
5a*, die eine loss-of-function Mutante für rols6 darstellt, herangezogen. Diese Linie resultierte 
aus einer P-Element-Remobilisierung, die sich durch eine Deletion des Promoterbereichs von 
rols6 auszeichnet (Pütz et al., 2005). Immunhistochemische Färbungen an dieser Mutante mit 
dem Antikörper gegen den C-Terminus beider Isoformen sollten somit nur das 
Expressionsmuster von Rols7 zeigen. Da, wie zuvor in Abbildung 5.18. gezeigt wurde, Rols7 
während der Fusionsstadien neben dem somatischen auch im viszeralen Mesoderm 
 D 
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nachgewiesen werden konnte, wurden für die Analysen der larvalen Muskeln die Körperwand- 
und die Darmmuskulatur verwendet.  
Die immunhistochemischen Färbungen zeigten in Abbildung 5.19. in den somatischen 
Muskeln wildtypischer Larven eine Expression von Rols7 an den Muskelenden nahe der 
Muskelanheftungsstellen (Pfeil in A) sowie ein repetitives Muster im gesamten Muskel, das an 
die Anordnung der Z-Scheiben im Sarkomer erinnert. In der Darmmuskulatur konnte dieses 
alternierende Muster sowohl in den zirkulären (weißer Pfeil in C) als auch in den 
longitudinalen Muskeln (Klammer in C) nachgewiesen werden. Dass es sich bei diesem 
Expressionsmuster tatsächlich um Rols7 handelt, konnte durch die Färbungen an den rols6-
mutanten Larven bestätigt werden. Diese zeigten ebenfalls eine Färbung an den 
Muskelenden (Pfeil in B) und wiesen das alternierende Muster in den somatischen Muskeln 
und in den zirkulären (weißer Pfeil in D) und longitudinalen Muskeln (Klammer in D) des 
Darms auf. Im Weiteren sollte nun festgestellt werden, ob das beschriebene, repetitive Muster 
eine Färbung der Z-Scheiben oder einer anderen Region des Sarkomers widerspiegelt. 
 
 
Abbildung 5.19.: Rols7 zeigt in larvalen Muskeln ein alternierendes Expressionsmuster. In 
wildtypischen (A, C), wie in rols6-mutanten (B, D) Larven kann Rols7 an den Muskelenden (Pfeil in A 
und B) nahe der Muskelanheftungsstellen und im gesamten Muskel in einem repetitiven Muster, das an 
die Z-Scheiben im Sarkomer erinnert, detektiert werden. In den zirkulären (Pfeil in C und D) und 
longitudinalen Muskeln (Klammer in C, D) des Darms kann dieses alternierende Muster ebenfalls 
nachgewiesen werden.  
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5.3.3.  α-Aktinin und D-Titin/Kettin können als Marker für die  
Z-Scheiben im Sarkomer larvaler Muskeln verwendet werden 
 
Um zu klären, ob das Expressionsmuster von Rols7 die Anordnung der Z-Scheiben in den 
Sarkomeren widerspiegelt, wurde zunächst nach geeigneten Markern für die Z-Scheiben 
gesucht. Dabei fiel die Wahl zuerst auf α-Aktinin, das in einem Hefe Two Hybrid Screen als 
falsch-positiver Interaktionspartner der Ankyrin-Repeats von Rols herausgestellt hatte.  
α-Aktinin ist den larvalen Muskeln ausschließlich in den Z-Scheiben lokalisiert und verknüpft 
dort die Aktinfilamente benachbarter Sarkomere. 
Als weiteres Marker-Protein bot sich D-Titin an, eine Isoform, die sich von dem sallimus-Gen 
(sls) ableitet. Für D-Titin wurde schon von Menon et al., 2001 beschrieben, dass es während 
der Fusionen der Myoblasten mit Rols7 an der Membran kolokalisiert bzw. von Rols7 zur 
Membran rekrutiert wird. D-Titin konnte dabei mit einem Antikörper nachgewiesen werden, der 
gegen den N-Terminus gerichtet ist und außerdem Kettin, eine weitere Isoform, die sich von 
dem sls-Gens ableitet, erkennt. Dieser Antikörper wurde auch für die im Folgenden 
beschriebenen Analysen verwendet. Kettin sowie der N-Terminus von D-Titin sind ebenfalls in 
der Z-Scheibe im Sarkomer lokalisiert und dort beide als Interaktionsspartner von α-Aktinin 
bekannt (Young et al., 1998; van Straaten et al., 1999). Um zunächst die Antikörper zu testen 
und das Expressionsmuster von α-Aktinin und D-Titin/Kettin zu veranschaulichen, wurden 
immunhistochemische Färbungen an Embryonen und an larvalen Körperwand- und 
Darmmuskeln durchgeführt. Diese zeigten, ähnlich wie Rols7, eine Lokalisation von α-Aktinin 
und D-Titin/Kettin am Muskelende nahe der Muskelansatzstelle, die die terminale Z-Scheibe 
darstellt (Abb. 5.20. Pfeil in A, B, D, E) sowie das alternierende Muster der Z-Scheiben in den 
somatischen Muskeln wie auch in den zirkulären (Abb. 5.19. Pfeil in C, F) und longitudinalen 
Muskeln (Abb. 5.29. Klammer in C, F) des Darms.  
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Abbildung 5.20.: α-Aktinin und D-Titin/Kettin sind in späten Embryonen an den Muskelenden und 
in Larven in der terminalen Z-Scheibe und in den Z-Scheiben der Körperwand- und 
Darmmuskulatur lokalisiert. Die Antikörper gegen α-Aktinin (A, B, C) und D-Titin/Kettin (D, E, F) 
detektieren die Proteine in einem identischen Expressionsmuster. In Embryonen in Stadium 17 sind die 
Proteine an den Muskelenden lokalisiert (Pfeil in A, D). In Larven sind α-Aktinin und D-Titin/Kettin in 
den terminalen Z-Scheiben (Pfeil in B, D) und in den übrigen Z-Scheiben der somatischen (B, E) 
Muskulatur und der zirkulären (weißer Pfeil in C, F) und longitudinalen (Klammern in C, F) Muskeln des 
Darms lokalisiert. 
 
 
 
5.3.4.  Rols7 kolokalisiert mit α-Aktinin und D-Titin/Kettin in der 
terminalen Z-Scheibe und in den Z-Scheiben des Sarkomers 
 
Um festzustellen, ob das repetitive Muster von Rols7 tatsächlich den Z-Scheiben im Sarkomer 
entspricht, wurden Immunfluoreszenz-Färbungen an Körperwand- und Darmmuskeln dritter 
Larven durchgeführt. Dazu wurde der Antikörper gegen Rols7 mit dem Antikörper gegen α-
Aktinin, bzw. D-Titin/Kettin zusammen eingesetzt und mittels verschiedener Fluoreszenzen 
visualisiert. An Körperwandmuskeln (Abb. 5.21.) zeigte die Färbung von Rols7 (Abb. 5.21.A) 
und α-Aktinin (Abb. 5.21.B) im Overlay (Abb. 5.21.C, D) ein überlappendes Muster. Beide 
Proteine sind in den terminalen Z-Scheiben (Abb. 5.21. Pfeil in C und D) und in den übrigen Z-
Scheiben (Abb. 5.21. Stern in C und D) exprimiert. Dabei fällt auf, dass das Rols7-Muster im 
Vergleich zu α-Aktinin verbreitert ist und es die Z-Scheiben flankiert (Abb. 5.21. Stern in D). 
Außerdem ist α-Aktinin in den terminalen Z-Scheiben näher an den Muskelenden lokalisiert 
als Rols7 (Abb. 5.21. Pfeil in D). Die Expressionsmuster von Rols7 (Abb. 5.21. E) und D-
Titin/Kettin (Abb. 5.21. F) sind ebenfalls sehr ähnlich. Auch hier kann ein überlappendes 
Muster (Abb. 5.21. G und H) in den terminalen Z-Scheiben und in den übrigen Z-Scheiben 
festgestellt werden, wobei D-Titin/Kettin näher als Rols7 an den Muskelenden lokalisiert ist 
(Abb. 5.21. Pfeil in H). Das Rols7-Muster ist im Vergeich zu D-Titin/Kettin in den Z-Scheiben 
verbreitert und flankiert diese (Abb. 5.21. Stern in H). 
A 
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Abbildung 5.21.: Rols7 kolokalisiert mit α-Aktinin und D-Titin/Kettin an den Muskelenden und  in 
den Z-Scheiben der somatischen larvalen Muskeln. Rols7 (A, E) kolokalisiert mit α-Aktinin (B) und 
D-Titin/Kettin (F) in den terminalen Z-Scheiben an den Muskelenden und in den übrigen Z-Scheiben 
somatischer, larvaler Muskeln. Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen den C-Terminus von Rols7 und 
α-Aktinin zeigen im Overlay ein überlappendes Muster (C und D). Dabei erscheint das Rols7-
Expressionsmuster breiter als das α-Aktinin-Expressionsmuster (Stern in C und D). In den terminalen 
Z-Scheiben ist α-Aktinin näher an den Muskelenden lokalisiert als Rols7 (Pfeil in C und D). 
Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen Rols7 und D-Titin/Kettin zeigen ebenfalls eine Kolokalisation in 
den terminalen Z-Scheiben (Pfeil in G und H) und in den übrigen Z-Scheiben. Ebenfalls ist hier das 
Rols7-Muster breiter als das von D-Titin/Kettin (Stern in G und H). In der terminalen Z-Scheibe ist auch 
D-Titin/Kettin näher am Muskelende lokalisiert als Rols7 (Pfeil in G und H).  
 
 
In Immunfluoreszenz-Färbungen an larvalen Darmmuskeln mit Antikörpern gegen Rols7 und 
α-Aktinin, bzw. D-Titin/Kettin (Abb. 5.22.) konnten die Proteine in ähnlichen Mustern 
nachgewiesen werden. Rols7 (Abb. 5.22. A) zeigt mit α-Aktinin (Abb. 5.22. B) eine 
Kolokalisation in den Z-Scheiben der longitudinalen (Abb. 5.22. dicker Pfeil in C) und 
zirkulären (Abb. 5.22. dünner Pfeil in C) Muskeln. Rols7 (Abb. 5.22. D) und D-Titin/Kettin 
* 
* 
*
*
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anti-Rols      
anti-α-Aktinin 
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(Abb. 5.22. E) konnten ebenfalls in einem überlappenden Muster (Abb. 5.22. F) in den Z-
Scheiben der longitudinalen (Abb. 5.22. dicker Pfeil in F) und zirkulären (Abb. 5.22. dünner 
Pfeil in F) Darmmuskeln nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 5.22.: Rols7 kolokalisiert mit α-Aktinin und D-Titin/Kettin in den Z-Scheiben der 
larvalen Darmmuskulatur. Rols7 (A, D) kolokalisiert mit α-Aktinin (B) und D-Titin/Kettin (E) in den Z-
Scheiben der larvalen Darmmuskulatur. Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen Rols7 und α-Aktinin 
(C) zeigen ein überlappendes Muster in den Z-Scheiben der zirkulären (dünner Pfeil in C) und 
longitudinalen (dicker Pfeil in C) Darmmuskeln. Doppelfärbungen mit Antikörpern gegen Rols7 und D-
Titin/Kettin weisen ebenfalls ein überlappendes Muster in den zirkulären (dünner Pfeil in F) und 
longitudinalen (dicker Pfeil in F) Darmmuskeln auf. 
 
Die Immunofluoreszenzfärbungen zeigten, dass Rols7 in den Z-Scheiben der Sarkomere in 
somatischen und in viszeralen Muskeln exprimiert wird und dort mit α-Aktinin und D-
Titin/Kettin kolokalisiert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Rols7 neben der 
Myoblastenfusion eine zusätzliche Funktion in den Z-Scheiben haben könnte. 
 
 
 
5.3.5. Rols7 zeigt im Hefe-Two-Hybrid-System Interaktionen mit der 
Sls-Isoform Zormin und mit α-Aktinin  
 
Das Rols7-Protein ist charakterisiert durch einen RING-Finger, neun Ankyrin-Repeats und drei 
TPR-Repeats aus, die typische Protein:Protein-Interaktionsdomänen darstellen. Daher ist 
anzunehmen, dass Rols7 seine Funktion über die Interaktion mit anderen Proteinen erfüllt. 
Um die Interaktion von Rols7 über eben diese Domänen mit verschiedenen Proteinen zu 
testen, wurden Interaktionstests im Hefe Two Hybrid System durchgeführt. 
In immunhistochemischen und immunfluoreszenten Färbungen konnte festgestellt werden, 
dass Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin in späten Embryonen an den Muskelenden exprimiert 
A B C
D E F
anti-Rols    
anti-Rols     
anti-α-Aktinin
anti-D-Titin/Kettin     
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werden und in den Z-Scheiben der larvalen Muskulatur kolokalisieren (Siehe Kapitel 5.3.4.). In 
Interaktionstests im Hefe-Two-Hybrid-System mit α-Aktinin und den Domänen von Rols7 
(siehe Kapitel 5.2.3.), konnte zwar eine Interaktion mit den Ankyrin-Repeats nicht bestätigt 
werden, aber es wurde eine Interaktion zwischen α-Aktinin und dem R1-Fragment, sowie den 
TPR-Repeats festgestellt. Im Folgenden wurde aufgrund der beobachteten Kolokalisationen 
D-Titin/Kettin als weiterer Kandidat im Hefe-Interaktionstest getestet. Dabei wurde nicht das 
gesamte Protein eingesetzt, sondern ein Teil des N-Terminus der Isoform Kettin, der die dritte 
und die Hälfte der vierten Immunoglobulin-Domäne beinhaltet, sowie ein Teil der Isoform 
Zormin, der aus der dritten, vierten und fünften Immunoglobulin-Domäne besteht. 
Für die intrazelluäre Domäne von Duf/Kirre wurde schon von Chen und Olson, 2001 und 
Menon und Chia, 2001 eine Interaktion mit Rols7 beschrieben. Um diese Interaktion zu 
bestätigen und festzustellen, über welche Domäne von Rols7 die Interaktion erfolgt, war 
schon in einer früheren Arbeit ein Interaktionstest mit der intrazellulären Domäne von 
Duf/Kirre (Duf/Kirreintra) durchgeführt worden (Nina Reichert, Diplomarbeit 2004). Dabei 
interagierten das R1-Fragment von Rols7, das den RING-Finger beinhaltet, und der TPR-
Repeat E mit der intrazellulären Domäne von Duf/Kirre. Diese Interaktionstests wurden als 
Positivkontolle parallel zu den hier beschriebenen Tests wiederholt.  Duf/Kirreintra wurde 
außerdem auf eine Interaktion mit α-Aktinin getestet. Für den Hefe-Interaktionstest wurden die 
DNA-Fragmente, die die entsprechenden zu testenden Domänen oder Proteine kodierten, 
mittels PCR amplifiziert und in den ‚Köder’-Vektor pGilda, bzw. in den ‚Beute’-Vektor pB42AD 
(Clontech) kloniert. Mit den Kandidaten, die auf eine Interaktion hin getestet werden sollten, 
wurden die Hefezellen kotransformiert und die resultierenden Hefekolonien auf 
Induktionsplatten überimpft. Nach zwei bis drei Tagen konnten die Interaktionstests 
ausgewertet werden; eine erfolgte Interaktion war anhand der Blaufärbung der Kolonien 
festzustellen (siehe Kapitel 4.4.). Die verschiedenen Rols7-Domänen, die für diesen 
Interaktiontest eingesetzt wurden, wurden bereits in Kapitel 5.2.3. in Abb. 5.15.  vorgestellt. 
Die Ergebnisse des Interaktionstests sind in Abbildung 5.23. dargestellt und in Tabelle 2  
zusammengefasst. Neben der schon beschriebenen Interaktion von α-Aktinin mit dem R1-
Fragment und den TPR-Repeats E (F F*) und X (F A*) von Rols7, zeigte sich auch eine 
Interaktion zwischen dem R1-Fragment und den Ig-Domänen drei, vier und fünf von Zormin (B 
B* und F C*). Die Interaktion zwischen Duf/Kirreintra und Rols7 konnte bestätigt werden und für 
Rols7 dem R1-Fragment und dem TPR E (F B*) zugeschrieben werden (Nina Reichert, 
Diplomarbeit 2004). Dieser Ansatz ist zur Kontrolle wiederholt worden und wird deshalb 
weiterhin mit aufgeführt. Außerdem konnte für α-Aktinin und Duf/Kirreintra eine Interaktion 
festgestellt werden (C A* und F E*).  
 
ERGEBNISSE 89 
 
 
Abbildung 5.23.: Ergebnisse aus dem Hefe-Two-Hybrid-Interaktionstest. Die Hefe-
Kotransformanten wurden auf Galaktose- und X-Gal enthaltenden Kulturplatten überimpft und zeigen 
bei Interaktion eine Blaufärbung. In A, B, D und E sind die Ergebnisse der Interaktionstests zwischen 
den Rols7-Domänen und der Ig-Domänen drei und der Hälfte der Ig-Domäne vier von Kettin (A, D) und 
den Ig-Domänen drei, vier und fünf von Zormin (B, E) dargestellt. Die Interaktionstests mit den 309 
Rols7-spezifischen Aminosäuren zeigten eine deutliche Blaufärbung (A A* und B A*), wobei diese 
Färbung auf die Autoaktivierung der 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren zurückzuführen ist. In B B* 
lässt die Blaufärbung auf eine Interaktion zwischen dem R1-Fragment und dem N-terminalen Bereich 
von Zormin schließen. Die übrigen Domänen von Rols7 zeigen keine Interaktion mit Kettin und Zormin 
(A B*, A C*, A D*, B C*, B D*, D A*-D* und E A*-D*). In C A* ist eine Interaktion zwischen Duf/Kirre intra 
und α-Aktinin zu sehen, in C sind außerdem die Kontrollen leerer pGilda mit pB42AD-Duf/Kirreintra (B*) 
und Duf/Kirreintra-pGilda mit leerem pB42AD (C*), die keine Blaufärbung zeigen, aufgeführt. F zeigt 
zusammenfassend die Interaktionen zwischen dem TPR Repeat X und α-Aktinin (A*), dem TPR- 
Repeat E und Duf/Kirreintra (B*), dem R1-Fragment und den Ig-Domänen drei, vier und fünf von Zormin 
(C*), Duf/kirreintra und α-Aktinin (E*) und dem TPR-Repeat E mit α-Aktinin (F*). D* zeigt, dass das R3- 
Fragment nicht mit den Ig-Domänen drei, vier und fünf interagiert. 
 
A B C
D E F
A* B* 
C* D* 
A* A* 
A* A*
B* B* 
C* 
C*C* 
C*
B*B* 
D* D* 
D* D*
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Tabelle 2: Ergebnisse aus den Hefe-Two-Hybrid-Interaktionstests.  
Senkrecht sind die Rols-Fragmente, sowie der intrazelluläre Teil von Duf/Kirre, die in den ‚Köder’-
Vektor pGilda kloniert wurden, aufgelistet. pGilda enthält die DNA-Bindedomäne. Waagerecht sind die 
Konstrukte, die in den ‚Beute’-Vektor pB42AD mit Aktivierungsdomäne kloniert wurden, dargestellt. 
Interaktionen zwischen den Kandidaten sind durch + gekennzeichnet. Die Interaktion zwischen 
Duf/Kirreintra und Rols R1, bzw. TPR E wurde schon beschrieben (Nina Reichert, Diplomarbeit 2004) 
und ist hier als Positivkontrolle mitgeführt worden. 
 
         pB42AD 
pGilda 
 
Dufintra 
 
α-Actinin 
 
Kettin 
 
Zormin 
RIFI - - - - 
R1 + + - + 
R2 - - - - 
R3 - - - - 
ANK - - - - 
TPR E + + - - 
TPR X - + - - 
Dufintra  + - - 
 
 
Durch die Hefe-Interaktionstests konnte somit eine Interaktion zwischen dem R1-Fragment 
und dem TPR-Repeat E von Rols7 und α-Aktinin, sowie dem R1-Fragment von Rols7 und den 
Ig-Domänen drei, vier und fünf der Sls-Isoform Zormin festgestellt werden. Von Zormin ist 
bekannt, dass es in larvalen Muskeln in der Z-Scheibe lokalisiert, während es in adulten 
Flugmuskeln in der M-Scheibe zu finden ist. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass 
Rols7 mit Zormin und α-Aktinin in den terminalen Z-Scheiben und in den übrigen Z-Scheiben 
des Sarkomers interagiert und somit, neben seiner Funktion in der Myoblastenfusion, eine 
zusätzliche Funktion im Sarkomer aufweist.  
Eine Interaktion mit dem Ig-Repeat drei und der Hälfte des Ig-Repeats vier von Kettin konnte 
nicht festgestellt werden. Es müsste aber noch genauer geklärt werden, ob eventuell eine 
Interaktion mit einer anderen Domäne des Kettin Proteins besteht. 
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5.3.6. Duf/Kirre wird transient an den Muskelenden nahe der 
Muskelanheftungsstelle exprimiert 
 
Eine genaue Analyse des Expressionsmusters von Duf/Kirre war aufgrund der im Hefesystem 
nachgewiesenen Interaktionen mit Rols7 und α-Aktinin von besonderem Interesse. Mittels 
immunhistochemischen Färbungen an Hitze-fixierten Embryonen konnte dabei eine transiente 
Expression von Duf/Kirre an den Muskelenden nahe den Muskelanheftungsstellen 
nachgewiesen werden (Abb. 5.24.). Die Lokalisation von Duf/Kirre an den Muskelenden (Abb. 
5.24. A, Pfeil in B) ist zum ersten Mal in Stadium 15 zusätzlich zu der Expression in den 
Founderzellen der fusionierenden Myoblasten (Abb. 5.24. Stern in B) zu beobachten. In 
Embryonen im frühen Stadium 16 nimmt die Färbung in den Founderzellen ab, da die 
Fusionen zu diesem Zeitpunkt schon weitgehend abgeschlossen waren (Abb. 5.24. C, D). Die 
Lokalisation an den Muskelenden ist jedoch noch deutlich vorhanden (Abb. 5.24.  Pfeil in D) 
und überdauert bis ins späte Stadium 16 (Abb. 5.24. E, Pfeil in F), in dem nur noch wenige 
fusionierende Myoblasten sichtbar sind. In Stadium 17 kann Duf/Kirre nicht mehr an den 
Muskelenden, sondern nur noch in den Garland-Zellen und im Zentralnervensystem 
nachgewiesen werden (Abb. 5.24. G, H).   
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Abbildung 5.24.: Duf/Kirre wird transient an den Muskelenden exprimiert. Immunhistochemische 
Färbungen mit einem Antikörper gegen Duf/Kirre zeigen, dass Duf/Kirre ab Stadium 15 (A, B) zusätzlich 
zu den Founderzellen (Stern in B) an den Muskelenden lokalisiert ist (weißer Pfeil in B, D, F). Diese 
Expression ist über das frühe Stadium 16 (C, D) bis hin ins späte Stadium 16 (E, F) zu beobachten, 
während sie in Embryonen in Stadium 17 nicht mehr zu detektieren ist (G, H). In Stadium 17 kann 
Duf/Kirre nur noch in den Garland-Zellen (weißer Pfeil in G) und im Zentralnervensystem (schwarzer 
Pfeil in G) nachgewiesen werden. 
 
Die Tatsache, dass Duf/Kirre und Sns als Transmembranproteine der Immunoglobulin-
Superfamilie (IgSF) in der Myoblastenfusion die Erkennung und Adhäsion der beiden 
verschiedenen Zelltypen initiieren (Dworak und Sink, 2002), führte zu der Vermutung, dass 
Duf/Kirre auch am Muskelende den ersten Kontakt zur epidermalen Muskelanheftungsstelle 
vermitteln könnte. Aufgrund seiner Eigenschaft als IgSF-Protein wäre zur Erfüllung seiner 
Funktion ein Interaktionspartner entweder in der extrazelluären Matrix oder in der epidermalen 
Anheftungszelle (Tendonzelle) zu fordern. Als nahe liegender Kandidat sollte dazu zunächst 
Sns mittels immunhistochemischer Färbungen untersucht werden. Die Färbungen zeigten 
jedoch keine Expression von Sns in den Tendonzellen (Daten nicht gezeigt). Da eine 
Interaktion zu einem anderem IgSF-Protein wahrscheinlich war, wurde als weiterer Kandidat 
das Paralog von Duf/Kirre, Rst/IrreC, untersucht. Von diesem Protein war schon bekannt, 
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dass es in den Tendonzellen exprimiert ist (Strünkelnberg et al., 2001). Um die 
Expressionsmuster von Duf/Kirre und Rst/IrreC über verschiedene Stadien hinweg direkt 
gegenüberzustellen, wurden erneut immunhistochemische Färbungen mit einem Antikörper 
gegen Rst/IrreC angestellt. Dabei konnte festgestellt werden, dass Rst/IrreC schon in Stadium 
15 in den Tendonzellen exprimiert wird (Abb. 5.25. A, B) und das Protein an den Zellgrenzen 
lokalisiert ist. In Stadium 16-17 ist die Expression in den Tendonzellen immer noch vorhanden 
(Abb. 5.25. C, D) und die Lokalisation an den Zellgrenzen, bzw. um die Zellen herum noch 
deutlicher (Abb. 5.25. Pfeil in D). 
Durch den Vergleich der Expressionsmuster von Duf/Kirre und Rst/IrreC konnte gezeigt 
werden, dass beide Proteine zur gleichen Zeit exprimiert werden und aufgrund ihrer 
Lokalisation an den Muskelenden, bzw. in den epidermalen Tendonzellen als 
Interaktionspartner zur Etablierung des ersten Kontaktes des Muskels zur Tendonzelle in 
Frage kommen. 
 
 
Abbildung 5.25.: Rst/IrreC wird in den Tendonzellen exprimiert. A, B zeigen die ventrolaterale 
Ansicht eines Embryo in Stadium 15. Die Expression von Rst/IrreC ist in allen Tendonzellen an den 
Zellgrenzen sichtbar. C, D zeigen die laterale Ansicht eines Embryos in Stadium 16/17. Die Expression 
von Rst/IrreC ist deutlicher an den Zellgrenzen zu sehen (Pfeil in D). 
 
A B
C D
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5.3.7.  Duf/Kirre, Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin 
kolokalisieren an den Muskelanheftungsstellen und tragen 
zur Organisation der terminalen Z-Scheibe als Startpunkt für 
den Aufbau des Sarkomers bei  
 
In Kapitel 5.3.4. wurde die Kolokalisation von Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin an 
den Muskelenden, das heißt an der terminalen Z-Scheibe, beschrieben. In 
immunhistochemischen Färbungen an Embryonen konnte gezeigt werden, dass Rols7, D-
Titin/Kettin/Zormin und α-Aktinin an den Muskelenden nahe den Muskelanheftungsstellen 
lokalisiert sind (Kapitel 5.3.1. Abb. 5.17 C, Kapitel 5.3.3. Abb. 5.20. A, D). Ebenso konnte eine 
transiente Expression von Duf/Kirre an den Muskelenden nachgewiesen werden (Abb.5.24.). 
Die Lokalisation dieser Proteine an den Muskelenden, an denen sich die terminale Z-Scheibe 
entwickelt, machte diese Struktur interessant für weitere Analysen hinsichtlich der Entwicklung 
der Muskelanheftungsstellen und terminalen Z-Scheiben. Dazu wurden die Muskelenden in 
Embryonen in Stadium 16 in immunhistochemische Färbungen genauer betrachtet. Alle drei 
Proteine sind am extremen Ende der Muskeln nahe ihrer Anheftungsstellen lokalisiert (Abb. 
5.26.  A, B, C). An diesen schmalen Bereich der Expression schließt sich zum Muskelinneren 
hin ein schmaler Streifen ohne Expression der Proteine an (Abb. 5.26. Pfeil in B und C), 
woran sich wiederum ein Bereich mit einer ‚verschwommenen’, nicht distinkten Expression 
anschließt (Abb. 5.26. Stern in B und C), der wahrscheinlich die erste Z-Scheibe im Anschluss 
an die terminale Z-Scheibe darstellt. 
Aufgrund des nahezu identische Expressionsmusters von Rols7, α-Aktinin und D-
Titin/Kettin/Zormin an den Muskelenden und der gezeigten Kolokalisation der drei Proteine in 
den Z-Scheiben der Sarkomere und in den terminalen Z-Scheiben, kann davon ausgegangen 
werden, dass diese drei Proteine im Embryo an den Muskelenden kolokalisieren, bzw. 
interagieren. Daraus lässt sich die Hypothese entwickeln, dass Duf/Kirre, welches ebenfalls 
an den Muskelenden exprimiert wird, den ersten Kontakt zur epidermalen Tendonzelle 
herstellt. Da es sowohl mit Rols7, als auch mit α-Aktinin in Hefeinteraktionstests interagierte, 
könnten Duf/Kirre, Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin somit die terminale Z-Scheibe 
als den Startpunkt für den Aufbau des Sarkmers organisieren.  
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Abbildung 5.26.: Lokalisation von Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin an den Muskelenden 
nahe den Muskelanheftungsstellen. A zeigt die Expression von Rols7 am Muskelende, B die 
Expression von α-Aktinin  und C die von D-Titin/Kettin/Zormin. Bei allen drei Proteinen ist eine 
Lokalisation am extremen Ende der Muskeln zu sehen. An die Muskelenden schließt sich ein Bereich 
ohne Expression der Proteine an (Pfeil in B, C), woran sich wiederum ein Bereich mit diffuser 
Expression anschließt (Stern in B, C). 
 
 
5.3.8.  Rols7, α-Aktinin und D-Titin/KettinZormin sind am Aufbau der 
Sarkomere beteiligt 
 
Um weiterhin festzustellen, ob Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin auch am Aufbau des 
Sarkomers beteiligt sind, sollte die Expression dieser drei Proteine in späten Embryonen, das 
heißt in Stadium 17, untersucht werden. Während dieses Stadiums werden die Sarkomere in 
den Muskeln aufgebaut, um funktionstüchtige Muskeln zu bilden, die den Larven die 
Voraussetzung zum Schlüpfen, zur Fortbewegung, zur Nahrungsaufnahme und Verdauung 
liefern. Während des Stadiums 17 wird allerdings auch die Kutikula entwickelt, die als 
schützende und festigende Schicht auf der Epidermis das Exoskelett der Larven bildet. Da die 
Kutikula nicht permeabel für Antikörper ist, sind immunhistochemische Analysen an 
Embryonen in Stadium 17 deshalb erschwert. Um die Kutikula durchlässig zu machen, wurde 
eine Behandlung der Embryonen mit Ultraschall durchgeführt, wonach sich eine 
immunhistochemische Färbung anschließen lässt. Für die Analyse des Sarkomeraufbaus 
wurde schwerpunktmäßig die dorsolaterale Muskulatur der Embryonen betrachtet (Abb. 5.27. 
A), da hier besonders große Muskeln vorhanden sind. Die Antikörperfärbungen zeigten, dass 
Rols7 (Abb. 5.27. B), α-Aktinin (Abb. 5.27. C) und D-Titin/Kettin/Zormin (Abb. 5.27. D) am 
Sarkomeraufbau beteiligt sind. Von der terminalen Z-Scheibe (Abb. 5.27. dünner Pfeil in A-D) 
aus akkumulieren Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin, um sich zu einer Z-Scheibe 
anzuordnen (Abb. 5.27. dicker Pfeil in B-D). Dabei ist zu erkennen, dass die Ausbildung der Z-
Scheiben von beiden Muskelenden her erfolgt. Die terminale Z-Scheibe scheint dabei zuerst 
gebildet zu werden, während sich die übrigen Z-Scheiben kurz später und synchron 
entwickelten (Abb. 5.27. Stern in C und D). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Rols7, 
α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin, die miteinander interagieren, als Multiprotein-Komplex am 
Aufbau der Sarkomere beteiligt sind. 
A CB 
* *
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Abbildung 5.27.: Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin sind am Aufbau der Sarkomere 
beteiligt. A zeigt eine Anti-β3-Tubulin-Färbung, um die Morphologie der dorsolateralen Muskeln 
darzustellen. Immunhistochemische Analysen mit Antikörpern gegen Rols7 (B), α-Aktinin (C) und D-
Titin/Kettin/Zormin (D) an Ultraschall-behandelten Embryonen in Stadium 17 zeigen, dass die Proteine 
am Aufbau der Sarkomere beteiligt sind. Von der terminalen Z-Scheibe (dünner Pfeil in A, B, C, D) aus 
akkumulieren sie zum Muskelinneren hin, um sich zu weiteren Z-Scheiben anzuordnen (dicker Pfeil in 
B, C, D). Die terminalen Z-Scheiben scheinen sich etwas früher zu entwickeln, während sich die 
übrigen Z-Scheiben kurz später und synchron bilden (Stern in C, D). 
 
 
5.3.9.  Die Lokalisation von Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin erfolgt 
unabhängig voneinander  
 
In den vorangegangenen Analysen konnte gezeigt werden, dass Rols7, α-Aktinin und D-
Titin/Kettin/Zormin in den terminalen Z-Scheiben und in den übrigen Z-Scheiben 
kolokalisierten und dass Rols7 mit α-Aktinin und Zormin direkt interagiert. Daran schloss sich 
die Frage an, ob bezüglich der Lokalisation eine Abhängigkeit der Proteine untereinander 
bestand. Um dieser Frage nachzugehen, bieten sich Mutanten-Analysen an. Eine 
Abhängigkeit seitens α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin von Rols7 konnte allerdings nicht 
untersucht werden, da Rols7-Mutanten aufgrund der essentiellen Funktion von Rols7 in der 
Myoblastenfusion keine vollständigen Muskeln ausbilden und demnach auch keine 
Sarkomere entwickeln. Deshalb beschränkte sich die Analyse auf α-Aktinin- und D-
Titin/Kettin/Zormin-Mutanten. 
Für D-Titin/Kettin/Zormin stand dazu eine Defizienz-Fliegenlinie (BL-600) für das dritte 
Chromosom zur Verfügung, die unter anderem das komplette sls-Gen deletiert und sich 
außerdem durch eine larvale Letalität auszeichnet. Dieser Defizienz-Stamm wurde mit einem 
Balancer-Stamm für das dritte Chromosom gekreuzt, das als Reporter-Gen das Grün-
Fluoreszierende-Protein (GFP) unter der Kontrolle eines Aktin-Promoters (act-GFP) kodierte. 
Mit Hilfe des GFP-Balancer-Chromosoms war es möglich, hetero- und homozygote Balancer-
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Tiere aufgrund ihrer grün-leuchtenden Färbung unter dem Fluoreszenz-Binokular von nicht-
leuchtenden, homozygoten Mutanten zu unterscheiden und diese auszusortieren. Die 
mutanten, ersten Larven wurden vorsichtig auseinander präpariert und dann für 
immunhistochemische Färbungen mit dem Antikörper gegen Rols7 eingesetzt. Des Weiteren 
wurden die zwei α-Aktinin-Mutanten actn8 und actn14 untersucht, die ebenfalls larval letal sind. 
actn8 ist dabei in einer Röntgenstrahl-induzierten Inversion begründet, während actn14 eine 
EMS-induzierte Punktmutation trägt. Diese beiden Fliegen-Stämme wurden ebenso mit einem 
GFP-Balancer-Stamm, hier für das X-Chromosom, gekreuzt, und an den homozygoten ersten 
Larven wurden Antikörperfärbungen gegen Rols7 und D-Titin/Kettin durchgeführt.  
In den Antikörperfärbungen an d-titin/kettin-Mutanten wird deutlich, dass die Lokalisation von 
Rols7 in den Z-Scheiben der Sarkomere nicht von D-Titin/Kettin/Zormin abhängig ist (Abb. 
5.28. A). Rols7 zeigt das typische alternierende Expressionsmuster in den Z-Scheiben der 
Sarkomere (Abb. 5.28. Pfeil in A) und an den terminalen Z-Scheiben (Daten nicht gezeigt).  
In den α-aktinin-Mutanten sind sowohl Rols7 (Abb. 5.28. B) als auch D-Titin/Kettin (Abb. 5.28. 
C, D) ebenfalls in wildtypischem Muster in den terminalen Z-Scheiben (für D-Titin/Kettin: Abb. 
5.28. Pfeil in D; für Rols7: Daten nicht gezeigt) und in den Z-Scheiben der Sarkomere (Abb. 
5.28. Pfeil in B, C) lokalisiert.  
Diese Analysen zeigten, dass die Proteine Rols7 und D-Titin/Kettin/Zormin unabhängig 
voneinander in der Z-Scheibe lokalisiert sind. Die Anti-α-Aktinin-Antikörperfärbungen an d-
titin/kettin-mutanten ersten Larven konnten nicht zufrieden stellend ausgewertet werden.  
 
 
Abbildung 5.28.: Die Lokalisation von Rols7 und D-Titin/Kettin in D-Titin/Kettin- und α-Aktinin-
Mutanten ist nicht verändert. Immunhistochemische Analysen mit Antikörpern gegen Rols7 und D-
Titin/Kettin an ersten Larven, die mutant für d-titin/kettin (A)  und α-aktinin (B, C, D) sind, zeigen, dass 
sowohl Rols7 (A, B), als auch D-Titin/Kettin (C, D) in den Z-Scheiben der Sarkomere lokalisiert sind 
(Pfeile in A-C). In D kann die Lokalisation von D-Titin/Kettin in den α-aktinin-Mutanten auch in den 
terminalen Z-Scheiben nachgewiesen werden (Pfeil in D). (Die Bilder in A, B wurden mit einem 63er 
Objektiv, die in C, D mit einem 100er Objektiv aufgenommen). 
A 
C D 
B 
DISKUSSION 98 
 
6. Diskussion 
 
6.1. Durch die Expression von Rols-Domänen konnte für 
keine der Domänen eine Beteiligung an der Lokalisation 
von Rols an der Membran festgestellt werden 
 
Das Rols7-Protein spielt eine essentielle Rolle in der Myogenese von Drosophila 
melanogaster und initiiert den zweiten Fusions-Schritt, das Fortschreiten der 
Myoblastenfusion vom Precursor-Stadium zur fertigen Myotube (Rau et al., 2001). Dabei wird 
seine Funktion durch die Interaktion mit weiteren Proteinen über die Protein-
Interaktionsdomänen RING-Finger, Ankyrin-Repeats und TPR-Repeats bestimmt (Menon et 
al., 2005). Im Zuge der Myoblastenfusion ist das Rols7-Protein an der Membran lokalisiert und 
interagiert dort mit dem IgSF-Protein Duf/Kirre (Chen und Olson, 2001; Menon et al., 2005). 
Durch die Expression von Rols7-Domänen mit Hilfe des UAS-GAL4-Systems sollte die 
Abhängigkeit der Lokalisation des Rols7-Proteins von den einzelnen Domänen analysiert 
werden. Dazu wurden Teile der Rols7-spezifischen Region zusammen mit den Protein-
Interaktionsdomänen RING-Finger und Ankyrin-Repeats und einem bzw. mehreren Epitop-
tags als Fusionsprotein im Mesoderm exprimiert.  
Die Fragestellung konnte allerdings mit dem gewählten Ansatz nicht geklärt werden. Die 
Gründe dafür sollen im Folgenden diskutiert werden. 
 
 
6.1.1.  Die Expression der ersten 20 Rols7-spezifischen 
Aminosäuren kann nicht nachgewiesen werden 
 
Für die Expression der Fusionsproteine wurden zunächst Konstrukte hergestellt, die entweder 
die gesamten 309 Aminosäuren (LL) oder nur die ersten 20 Aminosäuren (KL) des Rols7-
spezifischen Teils beinhalteten. Zur Detektion der Fusionsproteine wurde C-terminal ein Myc-
Epitop-tag angehängt. Embryonen, in denen die Fusionsproteine mit Hilfe von mesodermalen 
Treiberlinien exprimiert wurden, wurden anschließend in immunhistochemischen Analysen mit 
einem Anti-Myc-Antikörper untersucht. In den Analysen konnte allerdings nur das 
Fusionsprotein, das die gesamten 309 Rols7-spezifischen Aminosäuren enthielt (LL1Myc-
2.1b), nachgewiesen werden. Dies lies die Schlussfolgerung zu, dass das Fusionsprotein aus 
den 20 ersten Rols7-spezifischen Aminosäuren und dem Myc-tag, das 10 Aminosäuren 
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beinhaltet, aufgrund seiner Größe nicht lange genug stabil in der Zelle vorliegt, um detektiert 
werden zu können. Die Detektion des LL-1Myc-Fusionsproteins war allerdings auch nur bei 
einer Fliegenlinie möglich. Kreuzungsgenetische Analysen zur Lokalisation des P-Elementes 
zeigten, dass in dieser Linie mehrfache Integrationen des Konstruktes in das Genom erfolgt 
waren, wodurch das Fusionsprotein in größerer Menge exprimiert wurde. Dies lässt darauf 
schließen, dass neben der Länge auch die Menge des Fusionsproteins wichtig ist, um mittels 
Antikörperfärbung detektiert werden zu können. 
 
 
6.1.2.  Die Detektion der Fusionsproteine über ein Myc-tag ist nicht 
möglich 
 
Um Hinweise darauf zu erhalten, in wiefern die Protein-Interaktionsdomänen RING-Finger und 
Ankyrin-Repeats an der subzellulären Lokalisation des Rols7-Proteins beteiligt sind, wurde 
das LL- bzw. KL-Konstrukt um den RING-Finger bzw. die ersten drei Ankyrin-Repeats 
erweitert. Durch Keimbahntransformationen wurden acht (KL-ANK, KL-RIFI) bzw. 13 (LL-ANK, 
LL-RIFI) transgene Fliegenlinien hergestellt und die Embryonen, die aus Kreuzungen mit den 
mesodermalen Treibern hervorgingen, immunhistochemisch untersucht. Dabei konnte für 
keine der Linien ein Fusionsprotein nachgewiesen werden, unabhängig davon, welche 
Treiber-Linie benutzt worden war oder ob die Konstrukte mehrfach integriert vorlagen. Durch 
die Kontrolle mit einem UAS-alien-Konstrukt, das sechs Myc-tags beinhaltete, wurde 
sichergestellt, dass die Kreuzungen und die Antikörperfärbung generell funktionierten. 
Demnach ist die Detektion der LL- und KL-ANK/RIFI-Fusionsproteine über nur ein Myc-tag 
nicht möglich. Die Tatsache, dass nur das LL1Myc-Fusionsprotein der Linie LL-1Myc-2.1b 
nachgewiesen werden konnte, kann darin begründet sein, dass die Integration der P-
Elemente an Stellen im Genom erfolgt ist, an denen weitere Faktoren wirken können, die das 
Expressionsniveau des Konstruktes verstärken und somit so viel Fusionsprotein exprimiert 
wird, dass nur ein Myc-tag ausreichend für die Sensitivität des Antikörpers ist.  
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6.1.3.  Mittels sechs Myc-tags oder einem HA-tag können die 
Fusionsproteine nachgewiesen werden 
 
Da die Fusionsproteine, im Gegensatz zu einem Alien-6Myc-Fusionsprotein, über ein Myc-tag 
nicht detektiert werden konnten, wurden die LL-Konstrukte ebenfalls auf sechs Myc-tags 
erweitert. Um sicherzustellen, dass die Lokalisation der Fusionsproteine nicht durch die sechs 
Myc-tags beeinflusst wird, wurden parallel dazu Konstrukte hergestellt, die als Epitop-tag ein 
HA-tag enthielten. Dieses HA-tag besteht zwar ebenfalls nur aus zehn Aminosäuren, es 
bestand aber die Möglichkeit, dass eine Detektion über einen Anti-HA-Antikörper sensitiver 
erfolgen könnte als die des einzelnen Myc-tags über den Anti-Myc-Antikörper. 
Antikörperfärbungen an Embryonen, die aus Kreuzungen von Fliegenlinien, die die 
beschriebenen 6Myc-bzw. HA-Konstrukte trugen, mit mesodermalen Treiber-Linien 
hervorgingen, zeigten, dass sowohl die Fusionsproteine mit sechs Myc-tags, als auch die mit 
einem HA-tag nachgewiesen werden konnten.  
Im Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Detektion von einem oder mehreren Epitop-
tags in hohem Maße von der Sensitivität des verwendeten Antikörpers abhängig ist. Nach 
Herstellung der Fliegen, die das Konstrukt mit dem mutierten Kernlokalisations-Signal trugen, 
wurde, um das entsprechende Fusionsprotein nachzuweisen, ein Anti-Myc-Antikörper einer 
anderen Firma, der jedoch gegen das selbe Epitop (9E10) gerichtet war, verwendet. Dieser 
Antikörper ließ schon aufgrund der Tatsache, dass er in einer Verdünnung von 1:5000 
eingesetzt werden konnte, auf eine höhere Sensitivität schließen. Deshalb wurden testweise 
auch Embryonen, die Fusionsproteine mit nur einem Myc-tag exprimierten, mit diesem 
Antikörper immunhistochemisch untersucht. Die Antikörperfärbungen zeigten, dass, bis auf 
das KL-1Myc-Fusionsprotein alle anderen Arten von Fusionsproteinen, das heißt, die KL-
ANK-, KL-RIFI-, LL-ANK- und LL-RIFI-Fusionsproteine, nachgewiesen werden konnten (Daten 
nicht gezeigt). Der Nachweis der Fusionsproteine mit einem Myc-tag mit Hilfe dieses 
Antikörpers im Vergleich zu den Fusionsproteinen mit sechs Myc-tags oder einem HA-tag, 
zeigte hinsichtlich ihrer Lokalisation keinen Unterschied auf, weshalb im Ergebnisteil darauf 
nicht eingegangen wurde.  
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6.1.4.  Die Fusionsproteine konnten im bzw. am Zellkern detektiert 
werden 
 
Die KL-ANK- KL-RIFI-, LL-ANK- bzw. LL-RIFI-Fusionsproteine konnten in 
immunhistochemischen Analysen mittels Anti-Myc, bzw. Anti-HA-Antikörperfärbungen 
nachgewiesen werden.  Dabei konnte in frühen Stadien keine eindeutige Lokalisation  
festgestellt werden, während die Fusionsproteine in späten Stadien im bzw. am Zellkern 
lokalisiert waren (Abb.5.5.). In silico Analysen der Aminosäuresequenz des Rols7-Proteins 
deckten ein Kernlokalisations-Signal im Bereich der Aminosäuren 189-205 auf. Dieser Bereich 
beinhaltet sowohl das klassisches Kernlokalisations-Motiv ‚pattern7’, das aus einem Prolin-
Rest (P) besteht, dem eine Region basischer Reste folgt, von denen drei Arginin (R)- oder 
Lysin-Reste (K) sein sollten, als auch ein zweiteiliges (bipartite) Kernlokalisations-Signal. 
Dieses ist gekennzeichnet durch zwei basische Reste (R oder K), auf die ein Zwischenstück 
von 10 Aminosäuren folgt, an welches sich eine weitere basische Region anschließt, die 
mindestens drei basische Reste von fünf enthalten sollte (Jans und Hubner, 1996). Dies 
führte zu der Annahme, dass in den verkürzten Fusionsproteinen, die die ersten 309 
Aminosäuren enthielten, dieses Kernlokalisations-Signal aufgrund einer unterschiedlichen 
Faltung im Gegensatz zum nativen Rols7 zum tragen kam. Das vollständige Rols7-Protein ist 
im Zytoplasma bzw. an der Zellmembran lokalisiert (Menon und Chia, 2001), an der es seine 
Funktion während der Myoblastenfusion erfüllt. Das Kernlokalisations-Signal scheint somit im 
nativen Protein nicht funktionell zu sein und könnte demnach durch verschiedene 
Mechanismen inaktiv bzw. verdeckt gehalten werden.  
 
 
6.1.5.  Die Lokalisation der LL-Fusionsproteine wird nicht vom 
Kernlokalisations-Signal gesteuert 
 
Um zu testen, ob die Lokalisation der LL-Fusionsproteine im bzw. am Zellkern tatsächlich 
abhängig von dem vorausgesagten Kernlokalisations-Signal ist, wurden die zwei basischen 
Aminosäuren an Position 201 und 202 durch eine ortsspezifische Mutagenese so mutiert, 
dass das Kernlokalisations-Signal als solches nicht mehr vorausgesagt wurde. Transgene 
Fliegen, die dieses Konstrukt trugen, wurden mit mesodermalen Treibern gekreuzt und die 
resultierenden Embryonen in Anti-Myc-Antikörperfärbungen analysiert. Die Färbungen zeigten 
jedoch noch immer eine Lokalisation des Fusionsproteins im bzw. am Zellkern. Außerdem 
konnten, wie in Kapitel 6.1.3. beschrieben, mit dem ‚neuen’ Anti-Myc-Antikörper die KL-ANK 
und KL-RIFI-Konstrukte, die das vorausgesagte Kernlokalisationssignal nicht beinhalteten, 
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ebenfalls nachgewiesen werden, und diese zeigten auch eine Lokalisation in bzw. am 
Zellkern. Somit konnte das Kernlokalisations-Signal als Ursache für die Lokalisation 
ausgeschlossen werden.  
Parallel zu den Analysen an Embryonen, die die Fusionsproteine abhängig von 
mesodermalen Treibern in Embryonen exprimierten, wurden die Fusionsproteine, die von den 
Konstrukten LL-6Myc, LL-6Myc-ANK und LL-6MycNLSmut (mit mutiertem Kernlokalisations-
Signal) kodiert wurden, in S2R+-Zellen mittels Kotransfektion mit einem act-Gal4-Konstrukt 
exprimiert. Dadurch sollte zum einem ein weiteres System für die Expression der 
Fusionsproteine mit einbezogen und zum anderen die Möglichkeit der genaueren Analyse auf 
Zellebene genutzt werden. Anti-Myc-Antikörperfärbungen zusammen mit Phalloidin-
Färbungen zur Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts, DAPI-Färbungen zur Markierung der 
chromosomalen DNA im Zellkern und zum Teil Anti-Lava Lamp-Färbungen zur Detektion des 
Golgi-Apparates von Drosophila zeigten, dass die Fusionsproteine auch in diesem System 
überwiegend im bzw. am Zellkern lokalisiert sind (Abb. 5.9.). Dabei erschien es, als ob die 
Fusionsproteine teilweise im Zellkern, aber auch außen am Zellkern lokalisiert waren. Dies 
könnte darin begründet sein, dass die Fusionsproteine mit Proteinen interagieren, die 
ihrerseits ein Kernlokalisations-Signal beinhalten, das den Import in den Zellkern vermittelt. 
Für die Lokalisation der Fusionsproteine könnte ein anderer Grund die Lokalisation auf 
mRNA-Ebene sein. Die rols7-mRNA voller Länge konnte mittels in situ-Hybridisierungen an 
der Zellmembran detektiert werden (persönlliche Mitteilung Dörthe Kesper). Somit kann 
postuliert werden, dass schon die rols7-mRNA wahrscheinlich von RNA-bindenden Proteinen 
zu ihrem Wirkungsort transportiert und dort auch translatiert wird. Die Fehllokalisation der 
verkürzten Rols-Proteine könnte daher eventuell darauf beruhen, dass den 
korrespondierenden mRNAs die entsprechenden Bindestellen für die RNA-bindenden 
Proteine fehlen und sie deshalb nicht korrekt lokalisiert werden können. In diesem Fall würde 
die mRNA zwar aus dem Zellkern heraus transportiert, aber kurz dahinter an freien 
Ribosomen translatiert werden, und das Fusionsproteine würde weiterhin an diesem Ort 
lokalisiert vorliegen.  
Die Expression des LL-ANK-6Myc-Konstruktes in den S2R+-Zellen zeigt zudem eine 
Lokalisation geringer Mengen des Fusionsproteins an der Membran (Abb. 5.9. F). In 
Experimenten zur Rettung des Fusionsphänotyps von rols7-Mutanten erwiesen sich die 
Ankyrin-Repeats als essentiell für den Fusionsprozess, während der RING-Finger keine und 
die TPR-Repeats in geringerem Maße eine Funktion bei dem Fusionsprozess zu haben 
schienen (Menon et al., 2005).  In der vorliegenden Arbeit konnte außerdem gezeigt werden, 
dass die RING-Finger-Domäne und die TPR-Repeats in Interaktionen im Sarkomer involviert 
sind, während die Ankyrin-Repeats in diesem Stadium der Myogenese wahrscheinlich keine 
Rolle spielen. Diese Erkenntnisse lassen die Vermutung zu, dass die ersten drei Ankyrin-
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Repeats an der Lokalisation von Rols7 an der Membran beteiligt sein könnten, bzw. dass sich 
in der mRNA, im kodierenden Bereich der ersten drei Ankyrin-Repeats, Bindestellen für RNA-
bindende Proteine befinden könnten.   
 
 
6.1.6.  Die Expression der Fusionsproteine hat keine Auswirkungen 
auf die Entwicklung der mesodermalen Muskulatur 
 
Zusätzlich zu der subzellulären Lokalisation der Fusionsproteine in Embryonen und in S2R+-
Drosophila Schneider-Zellen wurde untersucht, ob die Expression der Fusionsproteine 
Auswirkungen auf die Entwicklung der mesodermalen Muskulatur hat, bzw. einen dominant-
negativen Effekt hervorrufen kann. Dazu wurden Embryonen, die aus Kreuzungen von 
Fliegen mit den verschiedenen KL-und LL-Konstrukten und den mesodermalen Treiberlinien 
hervorgingen, mittels Anti-β3-Tubulin-Antikörperfärbungen analysiert (Abb. 5.10). β3-Tubulin 
ist eine strukturelle Komponente des Zytoskeletts und wird während der gesamten 
Muskelentwicklung in somatischen und viszeralen Myoblasten exprimiert (Gasch et al., 1989). 
Es eignet sich somit sehr gut als Marker für morphologische Untersuchungen an Myoblasten 
und sich entwicklenden Myotuben. Die immunhistochemischen Analysen an den Embryonen, 
die die verschiedenen Fusionsproteine exprimierten, zeigten, dass nur in den Embryonen, 
deren Expression des Fusionsproteins durch die rP298-GAL4-Treiberlinie vermittelt war und 
somit nur in den Founderzellen erfolgte, Defekte in der Muskelentwicklung aufgetreten waren. 
Hier konnten in Stadium 16-17 zahlreiche unfusionierte Myoblasten beobachtet werden (Abb. 
5.10. A, B). Die Expression der Fusionsproteine durch die mesodermalen Treiberlinien mef-
GAL4, twist-GAL4 und 24B-GAL4 hatte keine Auswirkungen auf die Entwicklung der 
somatischen Muskulatur. Die Tatsache, dass die Expression der Fusionsproteine in den 
Founderzellen Fusionsdefekte verursachte, führte zunächst zu der Annahme, dass hierdurch 
ein dominant-negativer Effekt erzielt wurde. Dies würde bedeuten, dass die Fusionsproteine 
beispielsweise durch Interaktionen mit Proteinen, mit denen Rols7 normalerweise interagiert, 
diese Faktoren sozusagen in Beschlag nehmen und an dieser Stelle dem Prozess der 
Myoblastenfusion entziehen, was eine Arretierung des Prozesses zur Folge hat. Da die 
anderen mesodermalen Treiberlinien auch in den Founderzellen die Expression der 
Fusionsproteine induzieren können, sollten in den resultierenden Embryonen zumindest die 
gleichen Effekte zu beobachten sein.  
Um zu überprüfen, ob die Fusionsstörungen in den Embryonen tatsächlich von der rP298-
GAL4-vermittelten Expression der Fusionsproteine verursacht worden waren, wurden auch 
Embryonen der rP298-GAL4-Linie mit Hilfe des Anti-β3-Tubulin-Antikörpers 
immunhistochemisch untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass auch in diesen Embryonen 
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zahlreiche unfusionierte Myoblasten vorhanden waren. Diese Effekte waren ähnlich stark 
ausgeprägt, wie in den Embryonen, in denen die Fusionsproteine rP298-GAL4-vermittelt 
exprimiert wurden. Somit konnte die Expression der Fusionsproteine als Ursache für die 
Entwicklungsstörungen zwar nicht eindeutig bestätigt, aber auch nicht ausgeschlossen 
werden.  
Da die Fusionsproteine, wie in den Kapiteln 5.1.3., 5.1.6. und 5.1.7.gezeigt wurde, im bzw. am 
Zellkern lokalisiert sind und nicht an der Zellmembran, dem nativen Wirkungsort von Rols7, 
können sie auch nicht am Prozess der Myoblastenfusion beteiligt sein. Das bedeutet, dass sie 
zum Beispiel nicht mit Komponenten der Fusionsmaschinerie interagieren können, die 
normalerweise mit Rols7 interagieren, und somit keinen dominant-negativen Effekt 
hervorrufen.  
Mit dem heutigen Erkenntnisstand ist dies, zumindest für die Expression der Fusionsproteine 
mit RING-Finger, nicht erstaunlich, da in den Hefe-Interaktionstests, die in Kapitel 5.3.5. 
beschrieben sind, das R1-Fragment, das den RING-Finger enthält, mit dem N-Terminus der 
Sls-Isoform Zormin, mit α-Aktinin und der intrazellulären Domäne von Duf/Kirre interagiert. 
Somit kann postuliert werden, dass das R1-Fragment bzw. der RING-Finger relevant für die 
Funktion von Rols7 in der terminalen Z-Scheibe und in den Z-Scheiben der Sarkomere ist. In 
Analysen mit Hilfe von Deletionskonstrukten konnte außerdem gezeigt werden, dass der 
RING-Finger keine Funktion während der Myoblastenfusion zu spielen scheint (Menon et al., 
2005, vgl. Kapitel 6.3.5.).  
Die gmr-GAL4-vermittelte Expression der Fusionsproteine führte jedoch im Falle des LL-ANK-
Fusionsproteins zu einer Beeinträchtigung der Augenentwicklung, da die Anzahl der 
Ommatidien in den adulten Nachkommen deutlich reduziert war (Abb. 5.11.). In den Zellkultur-
Analysen in Kapitel 5.1.7. konnten geringe Mengen des LL-ANK-Fusionsproteins an der 
Membran detektiert werden. Deshalb wurde schon in Kapitel 6.1.5. die Möglichkeit einer 
Interaktion der ersten drei Ankyrin-Repeats mit anderen Proteinen oder das Binden der mRNA 
der drei ersten Ankyrin-Repeats durch RNA-bindende Proteine diskutiert. Diese Interaktionen 
könnten auch für die Störungen in der Augenentwicklung ursächlich sein. Dabei wäre, als 
Unterschied zu den Muskelzellen, möglich, dass Augenzellen sensitiver sind und in ihnen die 
Menge des Fusionsproteins einen Effekt auslösen kann, während sie in Muskelzellen dazu 
wahrscheinlich nicht ausreichend ist. Allerdings muss angemerkt werden, dass dieser Effekt in 
den Augen schon häufig bei der ektopischen Expression von verschiedenen Proteinen (z. B. 
Protaminen) aufgetreten ist, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die Zellen der 
Augen empfindlicher auf eine ektopische Expression reagieren als andere Zellen. 
Die Expression der Fusionsproteine zeigte somit keine Effekte hinsichtlich der Entwicklung der 
mesodermalen Muskulatur, eine Expression des LL-ANK-Fusionsproteins führte aber zu 
Störungen in der Augenentwicklung. 
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6.2. Der Hefe-Two-Hybrid-Screen einer embryonalen cDNA-
Bank von Drosophila melanogaster mit den Ankyrin-
Repeats von Rols7 als ‚Köder’ lieferte viele putative 
Interaktionspartner 
 
6.2.1.  Mit Hilfe eines Two-Hybrid-Screens konnten für die Ankyrin-
Repeats von Rols zahlreich putative Interaktionspartner, die 
in einer cDNA-Bank kodiert vorlagen, identifiziert werden 
 
Das rolling pebbles-Gen kodiert für die beiden Protein-Isoformen Rols6 und Rols7, die sich an 
ihrem N-Terminus durch 79 bzw. 309 Aminosäuren unterscheiden. Beide Isoformen sind 
charakterisiert durch mehrere Protein-Interaktionsdomänen. Relativ N-terminal liegt ein RING-
Finger, während sich neun Ankyrin-Repeats und drei TPR-Repeats am C-terminalen Ende der 
Proteine befinden (Chen und Olson, 2001; Menon und Chia, 2001; Rau et al., 2001). Aufgrund 
dieser Protein-Interaktionsdomänen ist es wahrscheinlich, dass die beiden Rols-Proteine ihre 
Funktion über Interaktionen mit anderen Proteinen erfüllen. Rols7 wird ab Stadium 9 im 
somatischen und viszeralen Mesoderm während der Embryogenese von Drosophila 
exprimiert. Dabei spielt es eine essentielle Rolle im Fusionsprozess der Myoblasten und ist 
über eine Interaktion mit der intrazellulären Domäne des IGSF-Proteins Duf/Kirre an der 
Zellmembran fusionierender Founderzellen lokalisiert (Menon und Chia, 2001; Menon et al., 
2005). Um weitere Proteine zu identifizieren, die an dem Fusionsprozess beteiligt sind und mit 
Rols7 interagieren, wurde ein Hefe-Two-Hybrid-Screen durchgeführt. Dazu wurden die 
Ankyrin-Repeats von Rols als ‚Köder’ eingesetzt, um eine embryonale cDNA-Bank nach 
Interaktionspartnern zu durchsuchen. Parallel sollten die übrigen Protein-Interaktionsdomänen 
in anderen Arbeiten untersucht werden. 
In diesem Two-Hybrid-Screen konnten 47 potentielle Interaktionspartner identifiziert werden. 
Die große Anzahl an potentiellen Interaktionspartnern resultierte wahrscheinlich daraus, dass 
als Köder nur die Domäne der Ankyrin-Repeats eingesetzt wurde und nicht das vollständige 
Protein. Es ist bekannt, dass einzelne Domänen mehr Interaktionen eingehen als vollständige 
Proteine (van Criekinge und Beyaert, 1999). Da die Klonierung des gesamten, rols7-
kodierenden Bereichs nicht möglich war, konnten nur die Ankyrin-Repeats für den  Hefe-Two-
Hybrid-Screen eingesetzt werden.  
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Außerdem stellen Ankyrin-Repeats ein sehr weit verbreitetes Strukturmotiv für Protein-
Interaktionen dar (Mosavi et al., 2002). Die Identitäten der potentiellen Interaktionspartner 
entsprechen einer sehr großen Bandbreite an Proteinen. Deshalb wurden zunächst elf 
Kandidaten aufgrund der Häufigkeit, mit der sie als positive Klone gefunden wurden und 
aufgrund der Informationen, die über sie zu erhalten waren und sie als wahrscheinliche 
Interaktionspartner auszeichneten, für eine genauere Analyse ausgewählt. Neben den 
Kandidaten, für die eine Expression im Mesoderm bekannt war (MHC-like, α-Aktinin), fiel die 
Wahl auf Proteine, für die eine Beteiligung an Prozessen, die bei der Myoblastenfusion eine 
Rolle spielen können, wie zum Beispiel Transportvorgänge im Zytoplasma oder Zelladhäsion, 
vorausgesagt wurde. Um die Interaktionen zu überprüfen wurden die elf Kandidaten 
zusammen mit den Ankyrin-Repeats retransformiert. Zwei der Kandidaten zeigten keine 
Interaktion, so dass sie von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen werden konnten.  
Für die genauere Analyse wurden zunächst die Expressionsmuster der übrigen neun 
Kandidaten mittels in situ-Hybridisierungen untersucht. Dabei konnte für die meisten 
Kandidaten ein ubiquitäres Expressionsmuster nachgewiesen werden, weshalb diese 
Kandidaten als Interaktionspartner nicht ausgeschlossen werden können. Ein distinktes, mit 
rols7 räumlich und zeitlich überlappendes Expressionsmuster konnte bei keinem der 
getesteten Kandidaten beobachtet werden. Für α-aktinin konnte aber eine Expression im 
Mesoderm bzw. in den Muskeln ab Stadium 16 festgestellt werden. Da keine Informationen 
darüber vorhanden waren, wie lange Rols7 in der Zelle stabil ist, konnte α-Aktinin als 
Interaktionspartner nicht ausgeschlossen werden. In dem Two-Hybrid-Screen war nur ein 
Fragment des α-Aktinin-Proteins, der Teile der dritten und vierten Spektrin-ähnlichen-Repeats 
beinhaltet, als Interaktionspartner gefunden worden. Deshalb sollten Interaktionstests mit dem 
vollständigen α-Aktinin-Protein und den Ankyrin-Repeats die Interaktion überprüfen. Diese 
zeigten jedoch, dass α-Aktinin ein falsch positiver Kandidat war.  Eine Ursache für das 
Auffinden einer falsch positiven Interaktion zwischen den Ankyrin-Repeats von Rols7 und dem 
Teil der Spektrin-ähnlichen-Repeats von α -Aktinin könnte sein, dass diese Domänen 
bevorzugt miteinander interagieren. Diese Interaktion erfolgt im Membranskelett der 
Erythrozyten, das zu einem großen Teil aus Spektrin-Tetrameren besteht und über Ankyrin an 
der Zellmembran verankert ist. Dabei bindet Ankyrin an die Mitte eines Spektrin-Moleküls, 
einem Bereich der aus Spektrin-Repeats aufgebaut ist (Luna und Hitt, 1992, Lux, 1979). Im 
nativen α-Aktinin könnten die Spektrin-ähnlichen-Repeats eine andere Konformation 
einnehmen als der Teil, der im Hefe-Two-Hybrid-Screen interagierte.  
Das Hefe-Two-Hybrid-System als Methode zur Identifizierung von Interaktionspartnern zeigt 
somit auch seine Limitierungen auf. In einer cDNA-Bank, die für einen Two-Hybrid-Screen 
eingesetzt wird, liegen häufig nicht-vollständige cDNAs vor, die demnach auch nur Teile von 
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Proteinen kodieren, deren Konformation im Vergleich zum vollständigen Protein 
unterschiedlich sein kann und somit veränderte Bindungseigenschaften verursachen könnte.  
Manche Interaktionen zwischen Proteinen beruhen auf posttranslationalen Modifikationen (z. 
B. Phosphorylierung, Glykosylierung, Myristylierung), die in Hefe nur teilweise oder gar nicht 
durchgeführt werden (van Criekinge und Beyaert, 1999). Solche Interaktionspartner können in 
diesem System nicht aufgefunden werden. Zusätzlich müssen limitierende Eigenschaften der 
generierten Fusionsproteine berücksichtigt werden. Die fusionierte Aktivierungsdomäne bzw. 
DNA-Bindedomäne könnte die Faltung des Proteins oder der zu untersuchenden Domäne 
beeinflussen und die Interaktionsdomänen dadurch verdecken (van Criekinge und Beyaert, 
1999). Die interagierenden Proteine müssen außerdem in den Zellkern transportiert werden. 
Das könnte bei größeren Proteinen problematisch sein, da die Größe der Kernporen dabei 
limitierend wirkt. Ein weiteres Problem besteht darin, dass die zu testenden Proteine selbst die 
Expression des Reportergens aktivieren können, wie die beschriebenen Experimente mit den 
309 Rols7-spezifischen Aminosäuren gezeigt haben. Obwohl eine Interaktion der 309 
Aminosäuren mit den getesteten Proteinen oder Domänen nicht ausgeschlossen werden 
kann, kann aufgrund der autoaktivierenden Eigenschaften der 309 Aminosäuren keine 
eindeutige Aussage darüber gemacht werden.  
In dem Hefe-Two-Hybrid-Screen mit den Ankyrin-Repeats von Rols7 als Köder konnten 47 
potentielle Interaktionspartner identifiziert werden, von denen elf bzw. neun näher untersucht 
worden sind. Eine Analyse der übrigen 36 potentiellen Kandidaten könnte im Folgenden 
weitere Aufschlüsse darüber liefern, ob ein tatsächlicher Interaktionspartner für Rols7 
identifiziert worden ist.  
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6.3. Das Rols7-Protein spielt neben seiner Funktion während 
der Myoblastenfusion eine weitere Rolle im Sarkomer 
der fertigen Muskeln 
 
6.3.1.  Die Expression von Rols7 in späten Stadien der Myogenese 
und in den Larvenstadien ist auf einen erneute Transkription 
ab Stadium 17 zurückzuführen 
 
Rols7 wird ab Stadium 9 in den Founderzellen des somatischen Mesoderms und auch im 
viszeralen Mesoderm, in dem die Identität der Rols7-exprimierenden Zellen noch nicht geklärt 
werden konnte, exprimiert. Das Transkript von Rols7 kann bis zum Stadium 15 im 
somatischen und viszeralen Mesoderm nachgewiesen werden (Rau et al., 2001). In 
immunhistochemischen Analysen von Embryonen im Stadium 17 mit einem Antikörper, der 
gegen den C-Terminus von Rols7 gerichtet ist und somit auch die zweite Rols-Isoform, Rols6, 
erkennt, konnte eine Lokalisation des Proteins an den Muskelenden nahe der 
Muskelanheftungsstellen nachgewiesen werden. Um festzustellen, ob das Protein bis zu 
diesem Stadium stabil bleibt, oder auf eine erneute Expression zurückzuführen ist, wurden 
RT-PCRs an mRNAs verschiedener Stadien durchgeführt. Darin zeigte sich, dass Rols7 
erneut ab Stadium 16-17 transkribiert wird.  
Die erneute Expression von Rols7 am Ende der Embryonalentwicklung ließ auf eine weitere 
Funktion des Proteins in den Larvalstadien oder in der adulten Fliege schließen. Deshalb 
wurden an dritten Larvenstadien Anti-Rols-Antikörperfärbungen durchgeführt. Um sicher zu 
stellen, ob Rols7 oder Rols6 von dem Antikörper erkannt wurde, wurden für die 
Antikörperfärbungen neben wildtypischen Larven auch Larven der vitalen loss-of-function-
Mutante für rols6, EP(3)3330 5a*  eingesetzt. Diese Mutante resultierte aus einer P-Element-
Remobilisierung, durch die der Bereich des rols6-spezifischen Promoters deletiert wurde (Pütz 
et al., 2005). Die Antikörperfärbungen zeigten an beiden Larventypen eine Expression an den 
Muskelanheftungsstellen sowie ein alternierendes Muster, das an die Z-Scheiben der 
Sarkomere erinnert. Somit wurde gezeigt, dass Rols7 in späten Stadien der larvalen 
Bewegungsmuskulatur exprimiert wird und dort wahrscheinlich eine weitere Rolle spielt. 
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6.3.2.  Duf/Kirre vermittelt wahrscheinlich den ersten Kontakt der 
Myotube zur Epidermis  
 
Der Nachweis des späten Expressionsmuster von Rols7 an den Muskelanheftungsstellen in 
Embryonen und Larven führte dazu, das Expressionsmuster von Duf/Kirre, das während der 
Fusionsstadien mit Rols7 interagiert (Menon und Chia, 2001, Menon et al., 2005), genauer zu 
untersuchen und zu überprüfen, ob Duf/Kirre ebenfalls an den Muskelanheftungsstellen 
exprimiert wird. Während der frühen Stadien der Myogenese wird das IgSF-Protein Duf/Kirre 
in den Founderzellen exprimiert und initiiert durch seine Interaktion mit dem IgSF-Protein Sns, 
das in den Fcms exprimiert wird, die Adhäsion bzw. den ersten Kontakt der beiden Zelltypen 
als Voraussetzung für die nachfolgende Fusion (zur Übersicht: Dworak und Sink, 2002). In 
immunhistochemischen Analysen wurde Duf/Kirre neben seiner Lokalisation in den 
Founderzellen ab Stadium 15 auch an den Muskelenden nahe der Muskelanheftungsstellen 
detektiert. Diese Lokalisation ist transient, das heißt, sie ist bis zum Ende des Stadiums 16 zu 
beobachten, verschwindet aber in Stadium 17 (Abb. 5.24.). Dies führte zu der Annahme, dass 
Duf/Kirre den ersten Kontakt des Muskelendes zu der epidermalen Muskelanheftungsstelle, 
der so genannten Tendonzelle, herstellen könnte. Tendonzellen sind spezifizierte epidermale 
Zellen, die in der initialen Muskel-unabhängigen Differenzierungsphase durch die Expression 
des Transkriptionsfaktors Stripe gekennzeichnet sind (Becker et al., 1997). Dieser bewirkt bei 
den auswachsenden Myotuben eine Anziehung und aktiviert außerdem die Expression 
weiterer Tendonzell-spezifischer Gene (Vorbruggen et al., 1997). Auf Seite des Muskels ist für 
die erste Kontaktaufnahme bisher nur das Neuregulin-ähnliche Protein Vein bekannt. Vein 
wird dabei vom Muskel sezerniert und dient als aktivierender Ligand für den EGF-Rezeptor an 
der Tendonzelle (Yarnitzky et al., 1997). Nach der Muskel-unabhängigen 
Differenzierungsphase wird also durch Aktivierung des EGF-Rezeptor-Signalwegs die 
terminale Differenzierung der Tendonzelle eingeleitet, die durch die Expression weiterer 
Tendonzell-spezifischer Faktoren und zum Beispiel zytoskelettalen Strukturproteinen, wie β1-
Tubulin, charakterisiert ist (Yarnitzky et al., 1997). Dieser zweistufige Prozess konnte auch in 
der Entwicklung der Tendonzellen bei Vertebraten nachgewiesen werden (Kardon, 1998). 
Dabei könnte Stripe dem Vertebraten-Tendonzell-Marker Scleraxis entsprechen. 
Die gezeigten Daten deuten darauf hin, dass die Kontaktaufnahme der Myotube mit der 
Tendonzelle über Duf/Kirre in dieser Entwicklung parallel zur Sezernierung von Vein erfolgen 
würde. Dies würde einen Interaktionspartner für Duf/Kirre auf Seite der Tendonzelle oder der 
extrazellulären Matrix erfordern. Als nahe liegender Kandidat würde sich dazu Sns anbieten, 
das während der Myoblastenfusion die initiale Adhäsion der Fcms über Duf/Kirre zur 
Founderzelle vermittelt. Obwohl das Sns-Transkript auf der epidermalen Seite der 
Muskelanheftungsstellen nachgewiesen werden konnte, scheint das Protein dort allerdings 
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nicht vorhanden zu sein (Bour et al., 2000). Das Protein Hibris (Hbs), das Paralog von Sns, 
wurde ebenfalls in den Muskelanheftungsstellen an den Zellgrenzen nachgewiesen und wäre 
damit als weiterer Kandidat zu nennen (Artero et al., 2001). Für Rst/IrreC, das Paralog von 
Duf/Kirre, konnte ebenfalls eine Expression an den Zellgrenzen der Tendonzellen 
dokumentiert werden (Strünkelnberg et al., 2001), deren genauere Untersuchung im Rahmen 
dieser Arbeit eine zeitliche Übereinstimung mit der transienten Expression von Duf/Kirre 
bestätigte (Abb. 5.25.). Außerdem konnte in Zellkultur-Analysen an Drosophila Schneider 
Zellen gezeigt werden, dass Rst/IrreC zur heterophilen Interaktion mit Duf/Kirre fähig ist 
(Galletta et al., 2004). Rst/IrreC könnte somit der Interaktionspartner von Duf/Kirre auf der 
epidermalen Seite der Muskelanheftungsstelle, an der Tendonzelle, sein und dadurch die 
erste Kontaktaufnahme des Muskels zur Tendonzelle ermöglichen. 
 
 
6.3.3.  Duf/Kirre baut zusammen mit Rols7, α-Aktinin und  
D-Titin/Kettin die terminale Z-Scheibe auf 
 
Rols7 wird vom späten Stadium 16 an erneut exprimiert und an den Muskelanheftungsstellen 
lokalisiert. Wie in Kapitel 5.3.6. beschrieben wurde, ist Duf/Kirre zu diesem Zeitpunkt ebenfalls 
noch an den Muskelanheftungsstellen nachweisbar. Da vorausgegangene Hefe-
Interaktionstests (Nina Reichert, Diplomarbeit 2004) eine Interaktion zwischen dem R1-
Fragment und dem TPR-Repeat E von Rols7 und der intrazellulären Domäne von Duf/Kirre 
zeigten, kann spekuliert werden, dass Rols7 am Muskelende an die intrazelluläre Domäne 
von Duf/Kirre bindet. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Interaktionstests konnte 
außerdem eine Interaktion des R1-Fragments sowie der beiden TPR-Repeats E und X von 
Rols7 mit α-Aktinin nachgewiesen werden. Für α-Aktinin wurde ebenfalls eine Interaktion mit 
der intrazellulären Domäne von Duf/Kirre festgestellt (Kap. 5.3.5. Tabelle 2). Da α-Aktinin und 
D-Titin/Kettin in Embryonen in Stadium 16 an den Muskelenden lokalisieren und in larvalen 
Muskeln in der terminalen Z-Scheibe kolokalisieren, kann die Hypothese aufgestellt werden, 
dass, nachdem Duf/Kirre den ersten Kontakt zur Tendonzelle aufgenommen hat, Rols7 und α-
Aktinin an seine intrazelluläre Domäne binden und zusammen mit D-Titin/Kettin die terminale 
Z-Scheibe aufbauen. Für α-aktinin-Mutanten konnte gezeigt werden, dass die Anheftung der 
Muskeln an die Epidermis aufgrund einer defekten terminalen Z-Scheibe nicht korrekt erfolgen 
kann und α-Aktinin somit essentiell für den Aufbau dieser Struktur ist (Fyrberg et al., 1990, 
1998). Auch kettin-Mutanten sind durch eine fehlerhafte Entwicklung der terminalen Z-
Scheibe, sowie durch eine nicht-funktionierende Muskelanheftung gekennzeichnet (Hakeda et 
a., 2000).  
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Als weiterer Faktor, der für den Aufbau der terminalen Z-Scheibe wichtig zu sein scheint, wäre 
Muscleblind (Mbl) zu nennen. mbl-Mutanten weisen ebenfalls die für α-aktinin- und kettin-
Mutanten beschriebenen Muskelanheftungsdefekte auf und bauen außerdem keine Z-
Scheiben in den Sarkomeren der fertigen Muskeln auf (Artero et al., 1998). 
α-aktinin-, kettin- und mbl-Mutanten sind nicht embryonal letal. Die ersten Larven schlüpfen 
zunächst, können sich aber aufgrund der beschriebenen Muskelanheftungsdefekte und 
weiterer Defekte in den Z-Scheiben nicht lange fortbewegen, da die Muskeln zum einen von 
der Epidermis, zum anderen in sich desintegrieren. 
Die Beteiligung von Rols7 am Aufbau der terminalen Z-Scheibe kann aufgrund der frühen 
Letalität, die in der essentiellen Funktion von Rols7 während der Myoblastenfusion begründet 
ist, nicht genauer klassifiziert werden. Das Auffinden von hypomorphen Allelen, die 
wenigstens zum Teil funktionsfähige Muskeln ausbilden, wäre dazu eine wichtige 
Voraussetzung. Es könnten allerdings auch rols7-mutante Embryonen, in denen der 
Fusionsphänotyp durch die Deletionskonstrukte von Menon et al., 2005 gerettet wurde, 
daraufhin untersucht werden, ob das Fehlen der deletierten Domänen die Entwicklung der 
terminalen Z-Scheiben beeinflusst. 
 
 
6.3.4.  Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin kooperieren während des 
Aufbaus des Sarkomers und in den Z-Scheiben der fertigen 
Sarkomere 
 
Rols7 ist neben seiner Expression in den Founderzellen während der Myoblastenfusion und 
an den Muskelanheftungsstellen auch in den Z-Scheiben der fertigen larvalen Muskeln 
exprimiert. Immunfluoreszenz-Analysen an larvalen Muskeln detektierten Rols7 in 
Kolokalisation mit α-Aktinin und D-Titin/Kettin in den Z-Scheiben somatischer und viszeraler 
Muskeln (Abb. 5.21 und 5.22.). Außerdem konnte in Hefe-Interaktionstests gezeigt werden, 
dass Rols7 sowohl mit α-Aktinin, als auch mit Zormin, einer Isoform, die sich wie D-Titin/Kettin 
vom sls-Gen ableitet, direkt interagiert. Zormin kann in den Sarkomeren von Flugmuskeln in 
der M-Scheibe detektiert werden, während es in larvalen Bewegungsmuskeln in den Z-
Scheiben lokalisiert  (Bullard et al., 2005 und B. Bullard, persönliche Mitteilung). Somit kann 
postuliert werden, dass Rols7 α-Aktinin und D-Titin/Kettin bzw. Zormin in den Z-Scheiben der 
larvalen Muskulatur als Gerüst-bildendes Protein verknüpft.  
Immunhistochemischen Analysen an ersten Larven, die mutant für d-titin/kettin/zormin bzw. α-
aktinin waren, zeigten, dass Rols7 in einem wildtypischen Muster in den Z-Scheiben lokalisiert 
ist. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Lokalisation von Rols7 in den Z-Scheiben 
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nicht von der Anwesenheit von D-Titin/Kettin/Zormin oder α-Aktinin abhängig ist. Ob eine 
Relevanz von Rols7 für die Lokalisation von α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin besteht, 
konnte bisher nicht geklärt werden, da in rols7-Mutanten aufgrund der Fusionsdefekte keine 
funktionsfähigen Muskeln entwickelt werden. 
Weiterhin wurde in immunhistochemischen Untersuchungen an Embryonen in Stadium 17 
festgestellt, dass sowohl Rols7, als auch α-Aktinin und D-Titin/Kettin während des Aufbaus 
der Sarkomere, der Myofibrillogenese, vorhanden sind. Dabei konnte gezeigt werden, dass 
Rols7, α-Aktinin und D-Titin/Kettin Protein-Aggregate bilden, die sich in einer Reihe anordnen, 
aus der sich im Folgenden eine Z-Scheibe bildet (Abb. 5.27.). Diese Beobachtungen können 
mit einem Modell, das bei Vertebraten entwickelt wurde, verglichen werden. In Zellkultur-
Analysen an embryonalen wie adulten Herzzellen von Ratten konnten Protein-Aggregate, so 
genannte Z-Bodies, nachgewiesen werden, die α-Aktinin enthielten und sich, an der 
Zellmembran orientierend, mit neu-synthetisierten Aktin- und Myosin-Filamenten sowie mit 
Titin zu so genannten Premyofibrillen aneinanderlagern (LoRusso et al., 1997; Dabiri et al., 
1997; Wang et al., 2005). Die Aneinanderlagerung dieser Premyofibrillen führt zur komplexen 
Struktur der Myofibrillen und der Organisation zu Sarkomeren. Für die Myofibrillogenese von 
Drosophila kann somit aufgrund der gemachten Beobachtungen ein ähnlicher Mechanismus 
postuliert werden, bei dem neben α-Aktinin und D-Titin/Kettin in den Z-Bodies bzw. 
Premyofibrillen auch Rols7 zu finden ist. Rols7 könnte dabei durch seine Interaktionen mit α-
Aktinin und D-Titin/Kettin und eventuell durch Interaktionen mit weiteren Proteinen die 
Zusammenfindung der Proteine zu den komplexen Strukturen fördern. 
Somit ist Rols7 das erste Protein, für das neben einer Funktion während der Myoblastenfusion 
eine weitere Funktion in der Myofibrillogenese und bei der Anheftung der Muskeln an die 
Epidermis beschrieben werden kann.  
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Abbildung 6.1.: A: Modell zur Entstehung von Myofibrillen bei Vertebraten. α-Aktinin enthaltende Z-
Bodies lagern sich mit neu-synthetisierten Aktinfilamenten und kleinen ‚non-muscle’- Myosin IIB-
Filamenten  zu einer Premyofibrille zusammen. In der fortschreitenden Entwicklung lagern sich weitere 
Premyofibrillen an, Titin wird in die Premyofibrillen eingelagert und bindet an die Z-Bodies, und das 
‚non-muscle’-Myosin IIB wird durch gewöhnliches Myosin ersetzt. Danach verschmelzen die Z-Bodies 
zu den Z-Scheiben und die reifenden Myofibrillen bilden ihre komplexe Organisation zu Sarkomeren 
aus. (Abbildung aus Dabiri et al., 1997). 
B: Modell modifiziert für Drosophila und Rols7 einschließend. Rols7 assoziiert mit α-Aktinin an den 
Z-Bodies der sich bildenden Premyofibrillen. Später verknüpft Rols7 α-Aktinin und D-Titin/Kettin/Zormin 
in den Z-Scheiben. 
 
A 
Rols7 
B 
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6.3.5.  Die Domänen von Rols7 können speziellen Funktionen in den 
verschiedenen Prozessen der Muskelentwicklung zugeordnet 
werden 
 
In den Hefe-Interaktionstests wurde überprüft, ob und über welche Domänen Rols7 mit α-
Aktinin, Kettin und Zormin eine Interaktion eingehen kann. Da Rols7 und D-Titin/Kettin in den 
terminalen Z-Scheiben und in den Z-Scheiben der Sarkomere kolokalisieren und Kettin mit 
seinem N-Terminus in der Z-Scheibe verankert ist (Hakeda et al., 2000), wurden für die 
Interaktionstests Domänen aus dem N-Terminus von Kettin (Ig drei und die Hälfte von Ig vier) 
und Zormin (Ig drei, vier und fünf) eingesetzt. Zur genaueren Interpretation der Ergebnisse, 
die aus den Hefe-Interaktionstests resultierten, werden im Folgenden sowohl Erkenntnisse 
aus der Diplomarbeit von Nina Reichert, als auch Daten aus der Publikation von Menon et al. 
2005 herangezogen.  
In Interaktionstests zwischen Duf/Kirre und Rols7 konnte eine Interaktion zwischen der 
intrazellulären Domäne von Duf/Kirre und dem R1-Fragment von Rols7, das den RING-Finger 
und die 321 N-terminal davon gelegenen Aminosäuren enthält sowie dem am äußersten C-
Terminus gelegenen TPR-Repeat E festgestellt werden (Nina Reichert, Diplomarbeit 2004). α-
Aktinin interagierte ebenfalls mit dem R1 Fragment und mit den beiden TPR-Repeats E und X, 
während der N-terminale Teil von Zormin allein mit dem R1 Fragment interagiert.  
In Menon et al., 2005 werden unter anderem Experimente zur Rettung des Fusionsphänotyps 
von rols-Mutanten beschrieben. Dazu wurden verschiedene Deletionskonstrukte, denen 
einzelne oder mehrere Domänen von Rols7 fehlten, in rols-Mutanten eingekreuzt und 
beobachtet, ob der Fusionsdefekt durch eine Expression der Konstrukte komplementiert 
werden kann (Tabelle 3). Diese Analysen zeigten, dass die Expression des RING-Fingers den 
Fusionsphänotyp nicht retten konnte. Eine Expression der TPR-Repeats führte hingegen zu 
einer teilweisen Rettung, während die Expression der TPR-Repeats und der Ankyrin-Repeats 
die vollständige Rettung des Fusionsphänotyps bewirken konnte.  
Mit Hilfe dieser Analysen und den Ergebnissen aus den Interaktionstests können den 
einzelnen Domänen von Rols7 bestimmte Funktionen während der Myoblastenfusion oder 
den späten Stadien der Myogenese, in denen die Muskelanheftung erfolgt und sich die 
terminalen Z-Scheiben sowie die Z-Scheiben der Sarkomere bilden, zugeordnet werden 
(Tabelle 4). Da eine Expression des RING-Fingers den Fusionsphänotyp nicht retten kann 
und das R1-Fragment mit α-Aktinin, Zormin und Duf/Kirre interagiert, kann für den RING-
Finger bzw. das R1-Fragment eine Funktion in den späten Stadien der Myogenese 
geschlussfolgert werden. Dabei könnte das R1-Fragment die Interaktion von Rols7 mit 
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Duf/Kirre während seiner transienten Expression an der Muskelanheftungsstelle vermitteln, 
während es in den Z-Scheiben an Zormin bindet. Die Interaktion von Rols7 mit α-Aktinin über 
das R1-Fragment könnte sowohl an der terminalen Z-Scheibe, als auch in den Z-Scheiben der 
Sarkomere erfolgen. Die Expression der TPR-Repeats vermittelt eine teilweise Rettung des 
Fusionsphänotyps. Deshalb lässt die Interaktion des TPR-Repeat E mit Duf/Kirre auf eine 
Funktion während der Myoblastenfusion schließen. Die Interaktion der TPR-Repeats E und X 
mit α-Aktinin müsste an der terminalen Z-Scheibe oder in den Z-Scheiben der Sarkomere 
erfolgen, da α-Aktinin während der Fusionsstadien nicht nachgewiesen werden konnte. Dies 
würde für die TPR-Repeats eine zusätzliche Rolle in den späten Stadien der Myogenese 
bedeuten. Die Tatsache, dass die Ankyrin-Repeats in den Hefe-Interaktionstests nicht mit α-
Aktinin, Kettin oder Zormin interagieren und dass eine Expression der Ankyrin-Repeats 
zusammen mit den TPR-Repeats eine Rettung des Fusionsphänotyps bewirken kann, lässt 
auf eine Funktion der Ankyrin-Repeats während der Myoblastenfusion schließen.   
 
 
Tabelle 3: Relevanz der Rols7-Domänen für die Myoblastenfusion (Daten entnommen aus Menon 
et al., 2005). 
 
deletierte Domäne rettet rols Fusionsdefekt 
RING-Finger ja 
TPR-Repeats Partiell 
Ankyrin-Repeats + 
TPR-Repeats 
Nein 
 
 
Tabelle 4: Interaktionspartner von Rols7 und die vorrausgesagte Funktion einzelner Domänen in 
der Myoblastenfusion, im Aufbau der Sarkomere und in der Muskelanheftung. 
 
Rols-Domäne und 
Interaktionspartner 
Vorrausgesagte Funktion in 
Myoblastenfusion    Aufbau der Sarkomere      Muskelanheftung 
R1 + Dufintra - - ja 
R1 + Zormin - ja ja  ? 
R1 + α-Aktinin - ja ja   
TPR E + Dufintra ja - - 
TPR E + α-Aktinin - ja ja 
TPR X + α-Aktinin - ja ja 
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In der vorliegenden Arbeit konnte für das Protein Rols7, das eine essentielle Rolle bei der 
Myoblastenfusion spielt, eine zusätzliche Funktion in den späten Stadien der Myogenese 
beschrieben werden. Rols7 ist dabei am Aufbau der terminalen Z-Scheiben an den 
Muskelenden sowie am Aufbau der Z-Scheiben in den Sarkomeren der somatischen und 
viszeralen Muskeln beteiligt. Rols7 interagiert mit Duf/Kirre an den Muskelanheftungsstellen 
und mit α-Aktinin und Zormin in den terminalen Z-Scheiben und den Z-Scheiben der 
Sarkomere. Als Domäne, die die Interaktionen während der späten Stadien der Myogenese 
vermittelt, konnte das R1-Fragment, das den RING-Finger enthält, identifiziert werden, 
während den TPR-Repeats und den Ankyrin-Repeats eine Rolle während der 
Myoblastenfusion zugeschrieben werden kann. Das Multidomänen-Protein Rols7 erfüllt seine 
Funktion somit über eine Stadien-spezifische Interaktion über die verschiedenen Domänen mit 
den entsprechenden Interaktionspartnern. 
 
 
6.4. Ausblick 
Eine genauere Untersuchung der Lokalisation von Rols7 in den terminalen Z-Scheiben und de 
Z-Scheiben der Sarkomere über ultrastrukturelle Analysen wäre ein interessantes 
weiterführendes Experiment. Wie beschrieben ist das Rols7-Muster breiter und flankiert die Z-
Scheiben. Die Verteilung des Proteins in diesem Bereich könnte durch 
elektronenmikroskopische Analysen mittels Immunogold-markiertem Zweit-Antikörper 
visualisiert werden. Diese Experimente könnten zum einen an larvalen Bewegungsmuskeln 
durchgeführt werden. Zum anderen könnte auch untersucht werden, ob Rols7 auch in 
Flugmuskeln exprimiert wird, welche hinsichtlich der Lokalisation von α-Aktinin, D-
Titin/Kettin/Zormin bereits intensiv untersucht worden sind (Bullard et al., 2005; Fyrberg et al., 
1990;van Straaten et al., 1999).  
Die Generierung von hypomorphen rols7-Allelen oder rols7-Allelen, die in ihrer Entwicklung 
nach der Embryogenese stoppen, wäre ein weiteres Ziel. Für die Durchführung einer 
partiellen Rettung würde sich ein Deletionskonstrukt, das in Menon et al., 2005 beschrieben 
ist, anbieten. Bei diesem Konstrukt ist der N-Terminus inklusive des RING-Fingers deletiert; 
eine Expression des Konstruktes in rols7-Mutanten bewirkt jedoch eine Rettung des 
Fusionsphänotyps. In Embryonen in Stadium 17 und in Larven dieser geretteten Mutanten 
könnte die Relevanz des RING-Fingers bzw. R1-Fragments für die Myfobrillogenese sowie für 
die Interaktionen mit α-Aktinin, Zormin und Duf/Kirre überprüft werden. In immunfluoreszenten 
sowie in ultrastrukturellen Analysen an dem teilweise geretteten Phänotyp könnten außerdem 
die Morphologie der terminalen Z-Scheiben und der Z-Scheiben der Sarkomere sowie die 
Verteilung des verkürzten Proteins in diesen Strukturen untersucht werden.  
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Diese Untersuchungen könnten demnach Aufschlüsse darüber liefern, ob Rols7 neben seiner 
essentiellen Funktion während der Myoblastenfusion auch für die Entwicklung der terminalen 
Z-Scheiben und der Z-Scheiben der Sarkomere eine tragende Rolle spielt. 
Hinsichtlich der potentiellen Interaktionspartner von Rols7, die aus dem Hefe-Two-Hybrid-
Screen einer embryonalen cDNA-Bank mit den Ankyrin-Repeats als ‚Köder’ resultierten, 
wären aus heutiger Sicht die Kandidaten CG2862, Stim und Myosin Heavy Chain-like von 
weiterem Interesse (Tabelle 1). CG2862 könnte zum Beispiel als Proteinkinase C-Inhibitor die 
Phosphorylierung von Blow regulieren und somit auf die Umlagerung der Aktinfilamente 
während der Myoblastenfusion wirken. Stim könnte im Rahmen der Zelladhäsion an der 
Ausbildung der Adhäsionskomplexe, die Podosomen oder immunologischen Synapsen 
ähneln (PILMACs) und bei der Duf/Kirre–Sns-vermittelten Adhäsion der Founderzellen und 
Fcms entstehen (Dörthe Kesper, Dissertation 2005), beteiligt sein. MHC-like könnte als Teil 
eines Motorprotein-Komplexes eine Rolle bei der Ausdehnung bzw. Auflösung der PILMACs 
im Zuge der Fusion von Fcm und Founderzelle spielen. Die erneute Analyse dieser 
Kandidaten hinsichtlich einer Funktion an den beschriebenen Vorgängen wäre demnach als 
sinnvoll anzusehen. 
Für die Suche weiterer Interaktionspartner von Rols7 könnte ein anderes System, als das hier 
genutzte MATCHMAKER-LexA-System, bei dem die interagierenden Proteine in den Kern 
transportiert werden müssen, eingesetzt werden. Anbieten würde sich dazu das Cytotrap-
System (Stratagene), das die Interaktionen im Zytoplasma nachweist und somit den Transport 
in den Kern umgeht. Als weitere Methode zur Identifizierung von Interaktionen bietet das Tap 
(tandem affinity purification)-Tag-System die Möglichkeit, Proteinkomplexe, die sich in vivo 
gebildet haben zu isolieren und über biochemische Analysen zu charakterisieren. 
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7. Anhang 
7.1. Tabelle der potentiellen Interaktionspartner 12-47 
 
 Bezeichnung des 
Proteins/vorausgesagten Gens
Kurzbeschreibung (entnommen aus FlyBase)  
12. CG2710 Hop keine Angaben (k. A.) 
13. CG14722 Apoptose Protease-Aktivator 
14. CG12141 Lysin- tRNA-Ligase 
15. CG18212 (2x) k. A. 
16. Dicer-2 (CG6493) Helikase; ds-RNA-Bindung 
17. CG7004 k. A. 
18. CG6922 Heme A-Biosynthese 
19. CG9426 Aktin bindend; Transkriptionsfaktor,  
20. CG11866 k. A. 
21. CG3415 Estradiol-17-Beta-Dehydrogenase 
22. Kap α3 (CG9423) (2x) Protein-Zellkern-Import 
23. CG7532 Serin-Typ-Endopeptidase 
24. Fer2LCH (CG1469) Eisen-Bindung 
25. CG12702 k. A. 
26. CG17271 Kalzium-Ionen- Bindung; EF hand-Familie 
27. Fer1HCH (CG2216) (3x) Eisen-Bindung 
28. CG6685 k. A. 
29. zetaCOP (CG3948) COP1-Protein 
30. Scf (CG9148) (2x) Supercoiling-Faktor 
31. Lcp65Ag1 (CG10530) Kutikula-Protein 
32. CG15422 k. A. 
33. CG15869 k. A. 
34. Trap1 (CG3152) Hitzeschock-Protein 
35. Lilliputanian (CG8817) Transkriptions-Factor 
36. CG17765 Kalzium-Ionen Bindung; EF hand-Familie 
37. Prosα6 (CG18495) Proteasomen α6-Untereinheit-Endopeptidase 
38. CG2907 (2x) Karbonyl-Reduktase 
39. CHIP (CG5203) (2x) Ubiquitin-Ligase-Aktivität 
40. Tps 1 (CG4104) Trehalose-6-Phophatsynthase (UDP-bildend) 
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41. CG14816 Phosphoglyzerat-Mutase-Familie 
42. CG1129 (2x) Mannose-1-Phophat-Guanylyl-Transferase 
43. Armadillo (CG11579) Zytoskelett-Protein 
44. Scully (CG7113) 3-Hydroxyazyl-CoA-Dehydrogenase in 
embryonaler Gonade 
45. Bx42 (CG8264) Zellkernprotein 
46. CG14447 k. A. 
47. RpPO (CG7490) Ribosomales Protein 
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7.2. Abkürzungen 
AD  Aktivierungsdomäne 
AS  Aminosäure 
ATP   Adenosin triphosphat 
BCIP  X-phosphate/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate  
bp   Basenpaare 
cDNA   komplementäre DNA 
CG   vorhergesagtes Gen (“computed gene”) 
DAB   Diaminobenzidin 
DNA-BD   DNA-Bindedomäne 
dNTP   Desoxyribonukleotide 
dsRNA   doppelstrang Ribonukleinsäure (“double-stranded ribonucleic acid”) 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF   Epidermal Growth Factor 
EGFR   Epidermal Growth Factor Receptor 
EMS   Ethylmethan Sulfonat 
EtOH   Ethanol 
FCM   fusionskompetente Myoblasten 
FGF   Fibroblast Growth Factor 
HS   Hybridisierungslösung 
Ig   Immunoglobuline 
kb    Kilobasenpaare 
MCS   Multiple Klonierungsstelle (“Multiple Cloning Site”) 
min   Minute(n) 
mRNA   Boten-RNA (“messenger ribonucleic acid”) 
NBT   4-Nitro blue tetrazolium chloride (“nitro blue tetrazolium”) 
OD   optische Dichte 
ORF   offener Leserahmen (“open reading frame”) 
PBS   Natriumphosphatpuffer (“phosphate buffered saline”) 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion (“polymerase chain reaction”) 
PS   Ribonukleinsäure 
RT   Raumtemperatur 
sek   Sekunde(n) 
TGF   Transforming Growth Factor 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Triton X-100   Octylphenolpoly(ethylenglycolether)10 
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U   Einheit („unit“) 
ü. N.    über Nacht 
UAS   Upstream Activating Sequence 
UpM   Umdrehungen pro Minute 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
VT   Volumenteile 
w/v   Gewicht pro Volumen 
WT   Wildtyp 
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